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Le facteur d'activation plaquettaire (PAF) est un puissant mediateur pro-inflammatoire 
implique dans des processus physiologiques et pathologiques. Le PAF exerce ses effets suite a 
la liaison a son recepteur, le recepteur du PAF (PAFR), qui est un recepteur a sept domaines 
transmembranaires et couple aux proteines G (RCPG). La signalisation du PAFR est en partie 
mediee par les proteines G et implique principalement des sous-unites Gaj et Gaq dans plusieurs 
types cellulaires. Le PAFR peut egalement activer des effecteurs varies : des canaux ioniques, 
des phospholipases (PLA2, PLC, PLD), ainsi que plusieurs kinases (PKC, PI3K et MAPK). 
Nous avons recemment demontre que le PAFR peut activer de facon independante des 
proteines G la voie des Janus kinase (JAK) et des Signal Transducers and Activators of 
Transcription (STAT). JAK2, TYK2 et STAT1, 2, 3 et 5 sont ainsi actives dans la lignee 
cellulaire myeloi'de humaine MonoMac 1. 
Les SOCS sont une famille de proteines qui regulent negativement la signalisation des 
cytokines et qui ont recemment ete demontres comme impliques dans la signalisation de 
certains RCPG dont le CXCR4 (recepteur de chimiokine 4 de la famille des C-X-C) et l'ATl 
(recepteur de l'angiotensine II). Une stimulation au PAF induit de maniere transcriptionnelle 
1'accumulation de l'ARNm de la proteine suppressors of cytokine signalling 3 (SOCS3) dans 
les monocytes humains et la lignee cellulaire MonoMacl, mais ne l'induit pas dans les cellules 
endothelials de veines de cordons ombilicaux humain (HUVEC). En plus d'une augmentation 
de l'ARNm de SOCS3, une augmentation de la proteine SOCS3 est egalement observee suivant 
une stimulation au PAF. 
Premierement, nous voulions determiner l'importance de SOCS3 dans la signalisation 
du PAFR a l'aide de differentes lignees cellulaires (HEK293, COS7, MonoMacl) et diverses 
techniques de biologie cellulaire. Ensuite, nous desirions evaluer l'impact des differents 
domaines de SOCS3 dans ces fonctions par des approches de biologie moleculaire. 
Finalement, nous avons evalue le/s role/s de SOCS3 sur differents aspects fonctionnels pro-
mflammatoires du PAF (Voies signalisation, adhesion cellulaires, etc.). 
Nous demontrons dans la presente these que SOCS3 module la signalisation du PAFR 
en plus de presenter certains aspects moleculaires entourant la relation entre le PAFR, TYK2 et 
SOCS3. Les presents travaux demontrent que SOCS3 peut etre recrute de facon transitoire a la 
seconde boucle intracellulaire et la queue cytoplasmique du PAFR. Son domaine kinase 
inhibitory region (KIR) semble etre requis pour le recrutement induit au PAFR, alors que son 
domaine SOCS box semble etre implique dans le recrutement basal. Suivant une stimulation 
au PAF, SOCS3 est phosphoryle sur un/des residus tyrosine. Cette modification est sous le 
controle essentiel de TYK2, alors que son mutant K930I (kinase inactive) ne le fait pas. 
S0CS3 joue un role tres important dans la modulation des voies de signalisation du 
PAFR ainsi que sur certains effets biologiques de celui-ci. Ces actions se revelent etre 
egalement tres specifiques : SOCS3 ne module pas la voie de Gaq (IP3), mais module la 
migration et egalement l'adhesion cellulaire induite par le PAF. SOCS3 ne module pas la 
phosphorylation des STAT 1, 3 et 5 induite par le PAF, mais module negativement la voie de 
TYK2 (activation du promoteur du PAFR) et la phosphorylation des STAT 1, 3 et 5 induite par 
l'OSM. SOCS3 ne module pas la voie des JNK MAPK, prolonge la voie des ERK MAPK et 
module negativement l'activation precoce de la voie de p38 MAPK. Enfin, SOCS3 joue un 
role de modulation negative dans la transcription induite par le PAF des promoteurs du PAFR, 
de 1TL-6 et de 1TL-8. 
En conclusion, cette these propose de nouveaux mecanismes par lesquels SOCS3 
module certains aspects de la signalisation et effets biologiques du PAF et de son PAFR. 
Comme le PAF est implique dans plusieurs phenomenes a caracteres inflammatoires, le travail 
presente ici a porte son attention sur plusieurs aspects pro-inflammatoires du PAF plutot que 
sur une pathologie en particulier, ce qui permettra de mieux comprendre divers aspects liant le 
PAFR, la kinase TYK2 et SOCS3. 
Mots cles : PAF, Inflammation, RCPG, JAK, STAT, SOCS 
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1.0 INTRODUCTION 
1.1 La reaction immunitaire inflammatoire 
L'inflammation est vue par la majorite des gens comme un probleme devant etre regie 
le plus rapidement possible. Cependant, cette reaction immunitaire est normale et surtout 
essentielle a la survie. Sans cette intervention rapide du systeme immunitaire inne, les virus 
et autres bacteries opportunistes auraient tot fait de causer la mort. 
Les signes cardinaux observes dans 1'inflammation (rougeur, chaleur, oedeme et 
douleur) sont identiques a ceux proposes il y a 2000 ans par Celse dans l'Antiquite. La 
fresque en figure 1 (p.l) represente les 5 signes de 1'inflammation. La chronologie 
d'apparition de ces 5 signes a permis de postuler que le corps montait une defense pour 
enrayer l'agression et reparer les dommages provoques. 
Figure 1.1: Fresque montrant les «cinq grecs» representant les signes 
cardinaux de 1'inflammation. Tire de (Lawrence et al., 2002). 
1 
Le developpement de la science a permis de relier les signes cardinaux de 
1'inflammation a leurs phenomenes physiologiques. La lesion tissulaire entraine une cascade 
imposante de mediateurs chimiques et cellulaires a caractere non-specifique qui ont pour seul 
but la resorption de la lesion et le retour a Phomeostasie. 
L'inflammation est une reaction caracterisee par un mouvement de cellules 
leucocytaires sanguines vers les tissus endommages et inflammes pour enrayer 1'infection et 
preparer un retour a l'etat precedant l'infection. L'inflammation suit 5 etapes de maniere plus 
ou moins sequentielle presentee en figure 1.2 (p.2). La lesion tissulaire (Figure 1.2-1) cause 
un bris des micro-vaisseaux sanguins (principalement des cellules endotheliales) et offre une 
entree 
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Figure 1.2 : Schema des actions immunitaires innees suite a une lesion 
tissulaire. Modifie de (Kuby et al., 2001). 
2 
aux agents infectieux. Les cellules endommagees lors de ce processus vont relacher des 
molecules pro-inflammatoires (Tableau 1.1; p.3) qui seront responsables des phases precoces 
de F inflammation. 
Tableau 1.1 : Principaux mediateurs pro-inflammatoires impliques dans Finflammation. 
Classe de mediateurs Stimulus pro-inflammatoire 
Amines Histamine, bradykinine 
Mediateurs lipidiques PGE2, PGI2, LTB4, LTC4, PAF 
Complement C3a, C5a 
Cytokines IL-1, IL-6, TNFa 
Chimiokines CCL2, CCL3, CCL8 (IL-8) 
Molecules d'adhesion CD62E, CD62P, ICAM1, VCAM1 
Modifie de (Lawrence et al., 2002). 
Suite a la lesion tissulaire, les cellules endothelials (CE) endommagees vont relacher 
2 molecules pro-inflammatoires importantes pour la suite des evenements : la plasmine et la 
bradykinine (Kuby et al., 2001; Lawrence et al., 2002). Une troisieme molecule importante, 
la thrombine, relachee par les plaquettes activees au contact des CE lesees. La thrombine 
insolubilise le fibrinogene plasmatique en particules de fibrine insolubles formant un filet 
pour agglomerer les plaquettes sanguines et former un caillot sanguin. La formation de ce 
caillot aux proximites de la blessure vise a isoler et a contenir dans la zone lesee les agents 
infectieux tentant de s'infiltrer par la blessure. L'absence de caillot peut entrainer une 
dissemination non controlee de la fibrine insoluble dans le systeme sanguin ayant des 
consequences desastreuses comme le blocage de petits vaisseaux sains en aval de la lesion. 
Pour eviter cette dissemination, la plasmine va lyser Fexces de fibrine insoluble dans 
Fenvironnement lese. La thrombine et la plasmine s'activent done de concert pour creer une 
zone hemostatique locale. Parallelement, la lesion de Fendothelium entraine la conversion du 
3 
kininogene en bradykinine active. La bradykinine va entrainer une relaxation des cellules 
musculaires lisses du vaisseau par la stimulation de la synthetase d'oxyde nitrique 
endothelial (eNOS), pour augmenter la permeabilite vasculaire (Shigematsu et al., 2002). La 
bradykinine peut egalement causer de la douleur en activant les fibres nerveuses de la douleur 
(Steranka et al., 1988). 
Une autre voie tres importante dans le controle des infections est la cascade du 
complement qui s'active par la voie alterne en reponse a l'arrivee d'agent infectieux (Figure 
1.2-2; p.2). Les anaphylatoxines du complement C3a et C5a ont la capacite d'activer les 
mastocytes residents et d'agir comme agents chimiotactiques pour le recrutement des 
neutrophiles sanguins. 
La figure 1.2-3 (p.2) illustre un mastocyte active relachant de facon massive le 
contenu de ces granules dont 1'histamine. Ce type cellulaire est tres important dans les 
phenomenes inflammatoires (Krishnaswamy et al., 2006). En plus de causer de la 
vasodilatation, l'histamine active fortement les CE environnantes. En plus de l'histamine, 
deja formee, emmagasinee et relachee rapidement, les mastocytes synthetisent des 
prostaglandines (PG) et des leukotrienes (LT) (Tableau 1.1, p.3; figures 1.2-3, p.2 et 1.3, p.5). 
PGE2 et PGI2 ainsi que LTB4 et LTC4, principaux lipides pro-inflammatoires impliques dans 
cette reaction, activent les CE, augmentent la permeabilite vasculaire, la contraction 
musculaire et la chimiotaxie des neutrophiles (LTB4). 
4 
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Figure 1.3 : Representation des voies de synthese de certains mediateurs 
inflammatoires derives de l'acide arachidonique. Tire de www.Biocarta.com. 
La figure 1.2-4 (p.2) montre que, suite a la phagocytose des agents infectieux par les 
macrophages residents, ces derniers produisent des mediateurs pro-inflammatoires pour 
activer les CE et recruter un maximum de cellules inflammatoires provenant de la circulation. 
Ces macrophages relachent des PG et LT (figure 1.3, p.3), des cytokines inflammatoires 
(interleukine 1; IL-1, tumor necrosis factor-a; TNFa et IL-6) et des chimiokines (CCL8) 
(Tableau 1.1., p.3). Les principaux effets de ces cytokines sont 1'augmentation de la 
permeabilite vasculaire et de l'expression des molecules d'adhesion a la surface des CE tandis 
que le CCL8 attire les neutrophiles au site d'infection par chimiotaxie. 
La figure 1.2-5 (p.2) montre que plusieurs types cellulaires sont recrutes pour contrer 
1'inflammation. Les divers mediateurs inflammatoires qui activent les CE de la micro-
vasculature vont entrainer un recrutement des leucocytes circulant vers la zone lesee. 
Plusieurs molecules d'adhesion exprimees a la surface des CE servent a activer et recruter ces 
leucocytes circulants. Quatre grandes etapes generates (Figure 1.4, p.6) caracterisent ce 
processus de recrutement: le «tethering», le roulement, 1'adhesion et finalement la 
transmigration vers les tissus sous-jacents (Kunkel and Butcher, 2003; Muller, 2003; Muller 
and Randolph, 1999). 
Natura ftevtows | Immunology 
Figure 1.4: Etapes sequentielles menant a la transmigration des 
leucocytes vers les sites inflammatoires/infectes. Tire de (Kunkel and 
Butcher, 2003). 
Le « tethering » principalement controle par les selectines, sert a ralentir les leucocytes 
et permet des interactions plus efficaces avec d'autres molecules activatrices telles que des 
chimiokines, le recepteur du PAF (PAFR) et des integrines (Jung et al., 1998; Zimmerman et 
al., 1996b). La seconde etape est le roulement caracterise par un contact plus intime entre les 
6 
leucocytes et les CE. Ce contact permet d'activer davantage les leucocytes entrainant 
l'expression de surface des integrines. Cette etape ce caracterise par Parret complet des 
cellules circulantes sur les CE. Cet arret est initiee par les integrines, les principales 
molecules impliquees dans l'interaction avec les molecules d'adhesion intercellulaires 
(ICAM) et les molecules d'adhesion des cellules vasculaires (VCAM) des CE (Baggiolini et 
al., 1997; Krieglstein and Granger, 2001). Bien que cette etape soit appelee « adhesion 
ferme », elle est en fait un processus dynamique qui permet a la cellule de transmigrer hors 
des vaisseaux vers la region sous-endotheliale. Les leucocytes migrent ainsi le long du 
gradient chimiotactique vers la source de 1'infection pour y accomplir leurs taches. 
La derniere phase de Pinflammation est la resorption ou le retour a Petat precedent 
Pinflammation. Cette phase de Pinflammation physiologique est essentielle car, sans elle ou 
lorsqu'elle est compromise, Pinflammation persiste et devient chronique. Les neutrophiles 
recrutes en debut d'inflammation vont phagocyter les agents infectieux et entreront 
massivement en apoptose. Suite a cette phagocytose, la phase de resorption debute. Les 
macrophages arrivent au site inflammatoire et phagocytent les corps apoptotiques afin de 
debarrasser la lesion et permettre la cicatrisation. L'arrivee des macrophages au site 
d'inflammation est probablement du a la liberation de chimioattractant comme la 
lysophosphatidylcholine liberee suite a Pactivation de la caspase-3 (Lauber et al., 2003). 
L'ingestion des corps apoptotiques, s'accompagne d'une relache de molecules anti-
inflammatoires telles que le TGF-pi par les macrophages prenant ainsi la place des molecules 
pro-inflammatoires (Fadok et al., 1998; Huynh et al., 2002). Une phase de resorption 
deficiente peut entrainer diverses pathologies menant a une perte de fonction. Dans 
Patherosclerose, par exemple, une quantite anormalement elevee de macrophages spumeux 
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est presente au site de la lesion et s'y accumule. Cet apport anormal de monocytes se traduit 
par un epaississement de la paroi vasculaire et cause un retrecissement de la lumiere 
vasculaire (Quehenberger, 2005; Sullivan et al., 2000). Plusieurs mediateurs sont done 
impliques dans 1'inflammation. Nous portons une attention particuliere au facteur 
d'activation plaquettaire (PAF), un mediateur lipidique de 1'inflammation (Braquet et al., 
1987; Ishii and Shimizu, 2000; Prescott et al., 1990; Prescott et al., 2000). 
1.2 Le facteur d'activation plaquettaire (PAF) 
Le PAF (l-0-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine) a ete identifie et decrit 
suite a l'observation de l'agregation plaquettaire suite a la relache d'un mediateur par des 
leucocytes actives avec des IgE (Benveniste et al., 1972). Depuis, plusieurs fonctions dans de 
nombreux phenomenes tant physiologiques que pathologiques ont ete attribues au PAF. Par 
exemple, le PAF contribue a l'agregation plaquettaire, la migration cellulaire, la 
vasoconstriction de veines ainsi que la synthese de cytokines telles que l'IL-6 et l'IL-8 
(Braquet et al., 1987; Ishii and Shimizu, 2000; Prescott et al., 1990; Prescott et al., 2000). 
L'etendue des cellules pouvant produire le PAF et pouvant etre activees par le PAF (CE, 
neutrophiles, moncytes, etc.) suggere que 1'absence de regulation ou le dereglement de la 
synthese du PAF favorise plusieurs maladies ou conditions pathologiques inflammatoires 
telles que le choc anaphylactique, la broncho-constriction, les dommages des vaisseaux 
sanguins et la necrose tissulaire (Doebber et al., 1986; Pretolani et al., 1987; Sun and Hsueh, 
1991). 
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1.2.1 La synthese du PAF. 
II existe deux voies enzymatiques responsable de la synthese du PAF : la voie de novo 
et la celle de remodelage. La voie de novo en est une voie de synthese principalement 
retrouvee au niveau des reins et du systeme nerveux. Les enzymes impliquees dans cette voie 
semblent agir de facon constitutive mais sont aussi regulees par la disponibilite du substrat 
(Montrucchio et al., 2000). Ainsi, le l-O-alkyl-sn-glycero-3-phqsphate est convertit en 1-0-
alkyl-2-acetyl-glycerol par la l-alkyl-2-lyso-sn-g!ycero-3-phosphate-acetyl GoA transferase, 
pour ensuite etre transformee en PAF par Taction de la l-alkyl-2-acetyl-sn-glycerol choline-
phospho-transferase (Figure 1.5, p.9). 
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Figure 1.5 : Les voies de synthese du PAF. La voie de novo emprunte une 
acetyl-transferase et une choline-phospho-tranferase, alors que la voie du 
remodelage emprunte la PLA2 et une acetyl-transferase. Les deux voies 
menent a la formation du PAF. Tire de (Ninio, 2005). 
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La seconde voie, le remodelage, semble etre privilegiee pour la formation du PAF a 
partir des phopholipides membranaires en conditions inflammatoires et allergiques (Honda et 
al., 2002). La phospholipase de type A2 (PLA2) hydrolyse le 1 -alkyl-2-arachidonoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine en acide arachidonique et en l-aJkyl-2-lyso-glycero-3-
phosphocholine (lyso-PAF). Ce lyso-PAF est ensuite acetyle par une l-alkyl-sn-glycero-3-
phosphorylcholine 2-O-acetyltransferase pour former le PAF. L'acide arachidonique forme 
lors de cette cascade peut egalement etre metabolise par Taction de cyclo-oxygenases ou 5-
lipoxygenases et forme d'autres mediateurs inflammatoires comme les prostaglandines (PG), 
les thromboxanes et les leukotrienes (LT) (Figures 1.3, p.5 et 1.5, p.9) (Stankova and Rola-
Pleszczynski, 1993). 
Le PAF est connu pour avoir une action paracrine et juxtacrine sur les CE et les 
neutrophiles (Lorant et al., 1991; Zimmerman et al., 1990), mais egalement une action 
autocrine (Bazan et al., 1991; Prescott et al., 2000). Le PAF ainsi synthetise pourra alors 
activer les cellules possedant le recepteur a leur surface membranaire, le PAFR. 
1.2.2 Le recepteur du PAF (PAFR) 
Clone a partir de leucocytes sanguins, le groupe de Shimizu en 1991 a montre que le 
PAFR est un membre de la grande famille des recepteurs couples aux proteines G (RCPG) 
(Nakamura et al., 1991). II a la capacite d'induire l'hydrolyse du guanosine di-phosphate 
(GDP) en guanosine tri-phosphate (GTP) dans des plaquettes (Houslay et al., 1986), en plus 
d'activer diverses proteines G: Gaq et Gai (AH et al., 1994; Honda et al., 1994; Ishii and 
Shimizu, 2000). Le PAFR humain et du cobaye est compose de 342 acides amines, alors que 
celui du rat en est compose de 341 (Figure 1.6, p. 11) (Shimizu and Mutoh, 1997). Entre ces 
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trois especes, l'homologie de sequence est elevee et conservee a 74%, atteignant 81% dans les 
regions transmembranaires (Shimizu and Mutoh, 1997). 
Figure 1.6 : Representation de la sequence des acides amines du recepteur 
humain du PAF. Les acides amines conserves entre les 2 especes sont indiques 
par des lettres (Nakamura et al., 1991) 
Un seul gene code pour le PAFR humain, celui-ci est situe sur le chromosome 1. Ce 
gene contient 3 exons, dont deux sont non codants et 2 transcrits provenant de la transcription 
alternative de ce gene ont ete identifies. Les deux promoteurs qui dirigent cette transcription 
alternative sont distribues de facon differente dans l'organisme. L'expression du transcrit 1 
est plutot ubiquitaire et abondante surtout dans les cellules inflammatoires circulantes tels que 
les leucocytes peripheriques, les eosinophiles et les monocytes (Kishimoto et al., 1996; 
Kotelevets et al., 1998; Mutoh et al., 1993). A Poppose du transcrit 1, le transcrit 2 est tres 
faiblement exprime dans les leucocytes peripheriques, les eosinophiles et les monocytes. Le 
second transcrit est principalement retrouve au niveau du cceur, de la rate, des reins et de la 
peau (Kotelevets et al., 1998; LeVan et al., 1998; Mutoh et al., 1993). Lorsque le PAF lie son 
PAFR, beaucoup de signaux intracellulaires sont declenches, dont ceux lies aux proteines G. 
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1.2.3 Signalisation dependante des proteines G 
Les PAFR est un recepteur couple aux proteines G (RCPG) et signalise via des 
proteines regulatrices de guanosine (proteines G). Ces proteines sont composees de trois 
sous-unites soit a, (3 et y (Hamm, 1998). La grande diversite de chacune des sous-unites 
(Tableau 1.2, p. 12) joue un role predominant dans la determination de la specificite des 
reponses cellulaires. De facon generate il existe quatre grandes families de sous-unites a : la 
as qui cause une stimulation de 1'adenylate cyclase, la OCJ qui inhibe cette meme enzyme, la aq 
est connue pour Pactivation des phospholipase C (PLC) et, finalement, la an module 
l'activation de Pechangeur Na+/H+ (Fields and Casey, 1997). 
Tableau 1.2 : Tableau resume des differentes sous-unites des proteines G. 
Sous-Unites Famille Note 
a as 
a;/0 23 types repartis dans 
aq/n les 4 families 
an 
[3 p u 6 Divers assemblages de 
y yi a 12 dimeres de Py 
Inspire de (Hermans, 2003; Vanderbeld and Kelly, 2000) 
Le concept general du fonctionnement d'un RCPG suppose que la liaison du ligand 
induit un changement conformationnel du recepteur ce qui modifie P interaction avec les 
proteines G. L'assemblage des proteines G est heterotrimerique et inactif lorsque du GDP est 
couple a la sous-unite a. L'echange du GDP pour du guanosine tri-phosphate (GTP), facilite 
par des facteurs d'echange de guanosine (GEF), entraine Passociation de GTP a la sous-unite 
a. II y a alors dissociation de Ga-GTP du dimere py, pour aller activer leurs effecteurs 
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respectifs. Finalement, suite a 1'interaction avec ses effecteurs, la sous-unite Gamontre son 
active GTPase et hydolyse le GTP en GDP. Cette action amene la reassociation du dimere py 
a la sous-unite a terminant ainsi le cycle d'activation (Hamm, 1998; Nurnberg and Ahnert-
Hilger, 1996). 
Le PAFR possede la capacite d'induire l'hydrolise du phosphatidyldholine 4,5-
bisphosphate (PIP2) en diacylglycerol (DAG) et inositol 1,4,5 triphosphate (IP3) par un 
mecanisme dependant des proteines G, via Taction d'une PLC. Le DAG et PIP3 agissent 
comme second messager activant une proteine kinase C (PKC) et causent une mobilisation de 
calcium intracellulaire (Chao and Olson, 1993). La production d'IP3 par la PLC s'effectue 
dans plusieurs types cellulaires incluant les plaquettes, les neutrophiles, les monocytes et les 
cellules musculaires lisses (Chao and Olson, 1993; Izumi and Shimizu, 1995; Shukla, 1991). 
II existe cependant des divergences au niveau de l'activation de la PLC lors de l'hydrolyse du 
PIP2 en IP3 puisque la reponse au PAF semble varier d'un systeme cellulaire a un autre, 
probablement du a la disponibilite de differentes proteines G dans ces systemes. 
L'emploi de differentes toxines a permis d'elargir les connaissances concernant le 
fonctionnement des RCPG. La toxine pertussique (PTX) a ainsi permis de mieux comprendre 
les mecanismes de fonctionnement entourant les proteines Gaj. Cette toxine ADP-ribosyle 
une cysteine sur la sous-unite Gaj, ce qui est previent son interaction avec le recepteur (Brass 
et al., 1988). Chez des monocytes et des neutrophiles, une stimulation au PAF induit une 
accumulation d'IP3 qui est reduit par la PTX alors que, dans des plaquettes et des cellules 
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U937, la PTX n'influence pas le taux de production des IP3 (Barzaghi et al., 1989; Dhar et al., 
1990). Dans un systeme de surexpression du PAFR avec des cellules d'ovaires de hamster 
(CHO), la production d'IP3 n'est pas affectee par la PTX alors que, dans des RBL2H3 (Rat 
basophilic leukemia 2H3 cells) elle est en partie diminuee (Ali et al., 1994; Honda et al., 
1994). Ces donnees semblent contradictoires mais, en fait, elles demontrent que le PAFR a la 
capacite de coupler differentiellement les proteines G disponibles dans ces differentes 
cellules. 
La signalisation du PAFR est cependant beaucoup plus vaste et diversified que la 
production d'IP3 et la mobilisation de calcium. En effet, le PAF active ainsi plusieurs kinases 
cellulaires impliquees dans une variete de roles biologiques. Le PAF induit une 
phosphorylation en tyrosine de la focal adhesion kinase (FAK) des CE (Soldi et al., 1996), 
une phosphorylation en tyrosine de la sous-unite regulatrice p85 de la phosphatidyl inositol-3 
kinase (PI3K) (Kuruvilla et al., 1994), une phosphorylation en tyrosine de Src, Fyn, Syk et 
Lyn (voie des Src kinases) chez des lignees cellulaires de lymphocytes B (Dhar and Shukla, 
1994; Kuruvilla et al., 1994; Rezaul et al., 1997). Les petites proteines G (Ras, Ral, Rac) sont 
egalement activees par une stimulation du PAFR chez les neutrophiles (Coffer et al., 1998; 
Geijsen et al., 1999; M'Rabet et al., 1998). 
Le PAF active egalement plusieurs autres voies de signalisation dont la voie des 
mitogen activated protein kinases (MAPK). Les MAPK sont divisees en trois grandes 
classes : les extracellular signal-regulated kinases (ERK), les p38 et les c-Jun N-terminal / 
Stress activated protein kinases (JNK/SAPK) (Figure 7, p. 15). II a ete demontre que la lignee 
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cellulaire de lymphocytes B LA350 stimulee par le PAF induit 1'activation de ERK (Franklin 
et al., 1995) et, dans des cellules CHO exprimant le PAFR, ERK et p38 sont actives (van 
Biesen et al., 1996; Zhang et al., 1999). 
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Figure 1.7 : Representation des voies d'activation des 3 voies des MAPK. 
Inspiree de (Schaeffer and Weber, 1999). 
Dans des neurones isoles de l'hippocampe, la stimulation au PAF active les trois voies des 
MAPK de facon simultanee (DeCoster et al., 1998). II semble done evident que les 
differences d'activation de ces voies dependent grandement du type cellulaire ou tissulaire qui 
est stimule par le PAF. Les mecanismes exacts d'activation de ces voies par les RCPG sont 
encore peu clairs, mais plusieurs etudes amenent des precisions. Ainsi, pour les RCPG de la 
thrombine, de la bombesins et de l'endotheline, l'activation de ERK se fait par transactivation 
du recepteur de Yepidermal growth factor (EGFR) (Pierce et al., 2001; Prenzel et al., 1999). 
L'activation du RCPG entraine le heparin binding EGF a Her le EGFR pour l'activer qui, en 
retour, recrute des molecules de signaiisation comme SHC-Grb2-SOS qui activent la voie 
15 
Ras-Raf-Mek et ERK (Pierce et al., 2001; Prenzel et al., 1999). Le second mecanisme 
propose pour 1'activation de la voie des MAPK est le recrutement du complexe P-arrestine-c-
Src au RCPG suite a sa phosphorylation par les G-protein coupled receptor related kinases 
(GRK) (DeFea et al., 2000; Luttrell et al., 1999). Pour le PAFR, le groupe de Spandau a 
demontre dans des cellules epidermales que les ERK 1/2 MAPK sont actives par un processus 
de transactivation avec le EGFR, ce qui est par contre une observation differente aux donnees 
de notre laboratoire demontrant que dans des cellules HEK293 le PAFR active la voie des 
ERK 1/2 MAPK sans le concours de cette transactivation (Chen et al., 2003). Notons que 
cette observation abonde dans le meme sens que des resultats montrant l'activation de la voie 
p38 MAPK par un processus independant de la transactivation du EGFR dans ces meme 
cellules epitheliales (Marques et al., 2002). Le type cellulaire est cependant different entre 
ces etudes et pourrait expliquer pour les variations observees. 
La voie de signalisation des JAK/STAT (elaboree en detail a la section 1.3, p. 18-29) 
est une voie de signalisation impliquee dans la signalisation de la majorite des recepteurs de 
cytokines et de certains recepteurs tyrosine kinase (recepteurs de facteurs de croissance) 
(Kisseleva et al., 2002). Cependant, cette voie ne peut plus etre considered comme specifique 
pour la signalisation des cytokines. En effet, des RCPG peuvent egalement activer cette voie. 
Par exemple, le recepteur ATI de l'angiotensine II a ainsi la capacite d'induire la 
phosphorylation de la janus kinase 1 (JAK1), JAK2 et TYK2 qui, a leur tour, vont 
phosphoryler et activer les signal transcriptors and activators of transcription 1 (STAT1), 
STAT2 et STAT3 (Marrero et al., 1995). Plusieurs autres RCPG de la famille des 
chimiokines ont egalement la capacite d'activer cette voie. Ainsi, les CCR2b, CCR5 et 
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CXCR4 vont tous trois induire une phosphorylation de JAK2 et JAK3 suite a la liaison de 
leur ligand respectif (Mellado et al., 1998; Vila-Coro et al., 1999; Wong et al., 2001). 
Contrairement a ce qui a ete observe avec les recepteurs de cytokines, les JAKs ne semblent 
pas etre associes de facon constitutive a la majorite des RCPG, bien que le PAFR soit lie de 
facon constitutive a TYK2 (Lukashova et al., 2001). Suite a la liaison du ligand, JAK2 peut 
phosphoryler le RCPG pour ensuite s'y associer (Guillet-Deniau et al., 1997; Mellado et al., 
1998; Vila-Coro et al., 1999). Dans le cas du CCR2b, JAK2 semble se Her a un motif DRY 
de la seconde boucle intracellulaire du recepteur (Mellado et al., 1998). Pour le recepteur 
ATI, un motif YIPP permet de recruter la phosphatase SHP2 qui sert de proteine adaptatrice 
pour la proteine JAK2 (Ali et al., 1997; Marrero et al., 1998). 
Notre groupe a demontre que le PAFR a aussi la capacite d'activer la voie des 
JAK/STAT. TYK2 et JAK2 sont rapidement tyrosine-phosphoryles suite a la stimulation du 
PAF et cette stimulation entraine l'activation des STAT1, STAT2, STAT3 et STAT5 dans les 
lignees cellulaires myeloi'de MonoMacl et U937 (Lukashova et al., 2001). Des etudes 
precedentes avaient demontre que l'activation de 1'axe JAK2/STAT3 par les recepteurs 
CCR2b et CXCR4 n'etait pas affectee par la PTX (Mellado et al., 1998; Vila-Coro et al., 
1999). Notre groupe a demontre que la voie des JAK/STAT induite par le PAFR est 
egalement activee par un recepteur mutant (D289A) incapable de coupler et d'activer les 
proteines G (Lukashova et al., 2001). Des etudes de co-immunoprecipitation demontrent que 
TYK2 co-precipite avec le PAFR et, ce, independamment d'une stimulation au PAF 
(Lukashova et al., 2001). La presence de la kinase TYK2 sauvage est de plus, requise pour la 
pleine activation de JAK2, egalement activee par le PAF. A l'instar du recepteur ATI, la 
queue cytoplasmique du PAFR est requise pour l'activation de JAK2, ceci a ete demontre par 
des mutants de deletions de la queue cytoplasmique du PAFR qui n'ont pas reussi a 
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phosphoryler JAK2 (Lukashova et al., 2003). La voie JAK/STAT est connue depuis quelques 
temps pour la signalisation des cytokines, mais vient recemment de joindre la signalisation 
des RCPG. 
1.3 La voie des JAK / STAT 
La voie des JAK / STAT est une cascade intracellulaire mise en evidence lors de 
Petude de la signalisation des recepteurs de cytokines. Elle comporte deux classes de 
proteines importantes : les kinases de type JAK et les facteurs de transcription de type STAT. 
Le paradigme globalement accepte entourant 1'activation de cette voie debute par la 
liaison du ligand a ses sous-unites de recepteurs. II a ete demontre que les JAK sont associees 
de facon constitutive aux sous-unites de recepteurs de cytokines (Figure 1.8, p. 19) (Haan et 
al., 2006). Des domaines sur les recepteurs de cytokines pres de la membrane interne sont 
importants pour l'association aux JAKs. Ces motifs, Box-1, comportent une sequence 
d'acides amines riche en prolines. Une Box-1 est presente dans les recepteurs de 
Perythropoi'etine (EPOR), de Phormone de croissance (GHR) et le gpl30. Celle-ci est 
requise pour s'associer a JAK2 (Tanner et al., 1995; VanderKuur et al., 1995; Witthuhn et al., 
1993). Cette meme sequence dans le recepteur 1 de P interferon y (IFNyRl) recrute JAK1 
(Kaplan et al., 1996a). Comparativement a JAK1 et JAK2, TYK2 peut s'associer a PIFNyRl 
a une sequence minimale differente et ne comportant pas de proline (Yan et al., 1998). 
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Figure 1.8 : Representation du paradigme d'activation de la voie des 
JAK/STAT. Tire de (Haan et al., 2006). 
Le ligand cause la dimerisation des sous-unites du recepteur, ce qui rapproche les JAK 
suffisamment pour qu'elles puissent se trans-phosphoryler et devenir actives. Des etudes 
entourant le recepteur de Perythropo'ietine (EPOR) montrent que les JAK2 assoctees sont 
separees d'environ 73 A alors que, suite a la dimerisation des sous-unites de recepteurs, une 
distance de 39 A est observee en meme temps que l'activation des JAK2 (Livnah et al., 1999; 
Remy et al., 1999). Ces JAKs ainsi aetivees vont phosphoryler les residus tyrosines de la 
queue cytoplasmique du recepteur de cytokine, creant de ce fait des sites de recrutement pour 
des proteines possedant un domaine complementaire de type « src homology 2 » (SH2) 
(Figure 1.8, pl9) (Haan et al., 2006). 
Les STAT possedent un domaine SH2 necessaire pour leur recrutement au niveau des 
recepteurs de cytokine actives. Les STAT ainsi recrutes sont ensuite tyrosine-phosphoryles 
par les JAKs, ce qui cause leur dimerisation et leur translocation au noyau pour Her leurs 
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sequences consensus sur l'ADN et ainsi reguler a la hausse la transcription genique de 
plusieurs proteines (Decker et al., 1997; Haan et al., 2006; Kisseleva et al., 2002). Differentes 
classes de cytokines ayant la capacite de recruter et activer la voie des JAK/STAT ont ete 
longuement rapportees dans la litterature (Tableau 3, p.21). 
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Tableau 1.3 : Resume des differents ligands activant differentes combinaisons de JAK/STAT. 
Ligand 













































STAT1, STAT2, STAT3, STAT6 
STAT1, STAT2, STAT5 
STAT1,STAT3 
STAT1, STAT3, STAT5 
STAT1,STAT3, STAT5 
STAT1,STAT3 
STAT1, STAT3, STAT4, STAT5 
STAT1, STAT3, STAT5 
STAT3, STAT5, STAT6 
STAT1,STAT5 
STAT3, STAT5 
STAT3, STAT5, STAT6 
STAT5, STAT6 
STAT1, STAT3, STAT5 
STAT1, STAT3, STAT5, STAT6 
STAT5 
STAT1,STAT3, STAT5 
STAT1, STAT3, STAT5 









STAT1, STAT3, STAT5, STAT6 
STAT1, STAT3, STAT5, STAT6 
GPCR 






STAT1, STAT2, STAT5 
STAT1, STAT2, STAT3, 
STAT5 
Adapte de (Paukku and Silvennoinen, 2004). 
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1.3.1 Les Janus Kinases 
Chez les mammiferes, les « Janus kinases » sont une famille de quatre tyrosines 
kinases : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. Le nom de Janus kinase (JAK) a ete attribue a cette 
famille par la presence de la region pseudo-kinase qui leur est specifique. Cette proteine 
comporte un domaine pseusokinase et un domaine kinase : la proteine possede done « une 
double face » comme le dieu romain Janus. JAK1, JAK2 et TYK2 sont exprimes dans 
plusieurs cellules et tissus de l'organisme, alors que 1'expression de JAK3 est plutot restreinte 
aux cellules souches hematopo'ietiques (Heinrich et al., 2003; Yeh and Pellegrini, 1999). 
TYK2 est la premiere kinase de ce groupe a avoir ete identifiee suite au criblage d'une banque 
d'ADN de lymphocytes T (Krolewski et al., 1990). Les sequences completes de JAK1, JAK2 
et JAK3 ont ete ensuite identifiees et rassemblees dans cette meme famille (Harpur et al., 
1992; Johnston et al., 1994; Kawamura et al., 1994; Rane and Reddy, 1994; Wilks, 1991). 
L'importance des JAK s'est precisee par les etudes de souris deficientes en JAK. Les souris 
JAK1"A et JAK2_/" meurent rapidement alors que celles JAK3"7" et TYK2"A souffrent de fortes 
deficiences immunitaires, bien que ce dernier soit viable et fertile (Tableau 1.4, p.22). 
Tableau 1.4 : Resume des phenotypes observes chez des souris nulles pour les JAKs. 
Kinase Phenotype des souris deficientes (-/-) 
JAK1 Phenotype letal perinatal 
JAK2 Phenotype de mort embryonnaire a 12.5 jours de gestation, 
attribute a une erythropo'iese deficiente 
JAK3 Phenotype d'immunodeficience severe combinee (SCID). 
TYK2 Viable et fertile, mais hypersensibilite aux pathogenes (defauts 
de signalisation de PIFN et de 1TL-12) 
Inspires de (Decker and Meinke, 1997; Kisseleva et al., 2002; Levy and Darnell, 2002; 
Schindler and Strehlow, 2000). 
De haut poids moleculaire (120-140 kDa), les JAKs sont divisees en 3 regions 
principales : region N-terminale, region pseudo-kinase et region tyrosine kinase (Figure 1.9, 
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p.23) (Heinrich et al., 2003; Yeh and Pellegrini, 1999). Basees sur leur homologie de 
sequence, les JAKs peuvent etre divisees en 7 regions : les JAK homology domain (JH), de 
JH1 en C terminal a JH7 en N terminal (Haan et al., 2006). 
Pseado-Ktaase Donuia Kiaase Donate 
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Figure 1.9 : Representation de la structure des JAKs (Rane and Reddy, 2002). 
La region N-terminale comprend les domaines JH3 a JH7 et comporte une similarite 
de sequence importante avec le domaine FERM (four-point-one, ezrin, radixin, moesin) 
implique dans le recrutement de JAK au niveau des recepteurs de cytokines (Girault et al., 
1998). Le domaine FERM comprend les domaines JH7 a environ la moitie de JH4. La 
region N-terminale est done importante puisqu'elle est impliquee dans le recrutement de la 
kinase aux recepteurs de cytokine (Haan et al., 2006). De plus, des etudes ont permis de 
demonter que la region FERM des JAKs joue un role essentiel pour la signalisation des 
recepteurs de cytokines. Plus precisement, des etudes d'interaction avec des segments de 
JAKs ont permis de trouver une sequence critique d'environ 200 acides amines (JH7 et une 
partie de JH6), ayant une specificite de liaison pour les recepteurs de cytokines (Chen et al., 
1997; Chen et al., 1998; Frank et al., 1995; Richter et al., 1998; Velazquez et al., 1995; Zhao 
et al., 1995). Une autre etude a egalement demontre que la substitution d'un seul acide amine 
(Y100C; domaine JH7) dans la sequence de JAK3 abolissait l'interaction de la kinase avec la 
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chaine yc du recepteur de PIL-2. Cette mutation se retrouve chez des patients atteints 
d'immunodeficience severe combinee (SCID) (Macchi et al., 1995). De maniere similaire 
pour JAK1, la mutation Y107F (domaine JH7) entraine une perte de liaison avec le gpl30, 
une sous-unite de recepteur pour les cytokines de la famille de l'IL-6 (Haan et al., 2001). 
La region pseudo-kinase souleve beaucoup de questionnement: la sequence 
correspond a celle d'une sequence kinase, mais ne comporte aucune activite kinase. Cette 
idee vient de l'inactivation du domaine kinase, par des mutations ponctuelles ou de deletions, 
qui permet de montrer une proteine sans activite kinase (Duhe and Farrar, 1995; Feng et al., 
1997; Quelle et al., 1995; Velazquez et al., 1995). De plus en plus d'evidences semblent 
demontrer que le role de cette section de proteine en est un de regulation de l'activite kinase 
de JAK2. En effet, la deletion de la portion pseudo kinase de JAK2 donne une proteine 
kinase hyperactive (Leonard and O'Shea, 1998), alors qu'une mutation similaire dans JAK3 et 
TYK2 n'entraine pas cette hyperactivite (Velazquez et al., 1995; Yeh et al., 2000). 
La derniere region des JAK est la region JH1, la region kinase de la proteine avec 
toutes les caracteristiques classiques d'un domaine kinase (Hubbard and Till, 2000). Les 
JAKs vont etre phosphorylees sur des residus tyrosines essentiels dans leur boucle 
d'activation pour devenir active: Y1038/1039 pour JAK1, Y1007/1008 pour JAK2, Y980/981 
pour JAK3 et Yl054/1055 pour TYK2 (Leonard and O'Shea, 1998). II a ainsi ete demontre 
que ces phosphorylations sont critiques pour mener a des changements conformationnels dans 
la proteine facilitant la liaison a leurs substrats (Hubbard and Till, 2000). 
Les JAKs ainsi activees, auront pour role de phosphoryler plusieurs proteines cibles 
recrutees aux recepteurs des cytokines (Rane and Reddy, 2002). In vitro, plusieurs domaines 
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de recepteurs de differentes cytokines sont phosphoryles par Taction des JAK (Colamonici et 
al., 1994; Gauzzi et al., 1996; Zhao et al., 1995). De meme des proteines de signalisation ont 
egalement ete decrites comme substrats pour les JAKs. Ainsi, She et ERK2 (p44 MAPK) 
sont actives et capables de s'associer a JAK2 suite a une stimulation du recepteur de 
rhormone de croissance par son ligand GH (VanderKuur et al., 1995; Winston and Hunter, 
1995). Des proteines tyrosines phosphatases (PTP) telles que SHP-1 ont egalement la 
capacite de Her JAK1, JAK2 et TYK2 par leur domaine SH2. L'activation de la voie des 
JAK/STAT par l'EPO et 1'IFNa est en partie controlee par la liaison de SHP-1 qui cause une 
dephosphorylation des JAK et met ainsi un terme a l'activation de cette voie (David et al., 
1995;Yetteretal., 1995). 
Les JAKs sont les kinases qui commencent la cascade des JAK/STAT. Les STATs 
sont les molecules responsables du transport de signal vers le noyau cellulaire. Les STATs 
ainsi recrutes aux recepteurs de cytokines phosphoryles, deviennent des substrats pour les 
JAKs (Figure 1.8, p. 19). 
1.3.2 Les signal transducers and activators of transcription 
Les STAT sont les substrats des JAK les mieux caracterises et representent l'essentiel 
de la seconde partie de la voie JAK/STAT. Comme mentionne auparavant, les STATs sont 
des facteurs de transcription recrutes sur les residus tyrosines phosphoryles des queues 
cytoplasmiques des recepteurs de cytokine. Une fois recrutes, ils sont tyrosine-phosphoryles, 
ce qui les active et leur permet de dimeriser. Transloques ensuite au noyau, ils lieront leurs 
sequences consensus d'ADN pour induire la transcription de plus de 100 genes (Decker et al., 
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1997). L'importance des STATs s'est precisee grace aux etudes de souris deficientes en 
STAT (Tableau 1.5, p.26). Les phenotypes observes decrivent le role essentiel de ces 
proteines dans la signalisation des cytokines. Leur absence entraine une signalisation reduite 
et des deficiences immunitaires (Tableau 1.5, p.26). 
Tableau 1.5 : Resume des phenotypes observes chez des souris nulles pour les STATs. 
STAT Phenotype des souris deficientes (-/-) References 
STAT1 Reponse aux interferons reduite; susceptibilite aux (Durbin et al., 1996; 
infections virales et aux tumeurs Meraz et al., 1996) 
STAT2 Reponse aux interferons reduite (Park et al., 2000a) 
STAT3 Mort embryonnaire (Levy and Lee, 2002; 
Takedaetal., 1996) 
STAT4 Absence de signalisation de 1TL-12; differenciation (Kaplan et al., 1996b; 
reduite des cellules T vers le phenotype THi Thierfelder et al., 1996) 
STAT5a Signalisation reduite de la prolactine (Thierfelder et al., 1996) 
STAT5b Activite cytotoxique et proliferation reduite des (Thierfelder et al., 1996) 
cellules tueuses naturelles (NK); signalisation 
reduite de l'hormone de croissance 
STAT5a/b Erythropoiese deficiente; proliferation des cellules (Socolovsky et al., 1999; 
T reduite en presence d'IL-2; differenciation des Teglund et al., 1998) 
NK deficiente 
STAT6 Signalisation reduite de 1TL-4 et IL-13 resultant en (Shimoda et al., 1996; 
une differenciation reduite des cellules T vers le Takedaetal., 1996) 
phenotype TH2 
Les STAT represented une famille de facteurs de transcription decrits au depart 
comme etant des facteurs de transcription actives chez des cellules stimulees par 1'interferon 
(Darnell, 1997; Darnell et al., 1994). Jusqu'a present, 7 membres composent la famille des 
STAT chez les mammiferes : STAT1 a STAT6 avec STAT5a et STAT5b (Chatterjee-Kishore 
et al., 2000). Proteines d'environ 750 a 850 acides amines, elles possedent une structure 
similaire : une region N-terminale suivie d'un domaine de liaison a l'ADN (DNA Binding 
Domain - DBD), une region linker, une region SH2 servant a Her des residus tyrosine 
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phosphoryles et, en region C-terminale, le domaine de transactivation (Figure 1.10, p.27) 
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Figure 1.10 : Representation de la structure des STAT. (Chatterjee-Kishore et 
al.,2000) 
La portion N-terminale des STATs est une region fortement conservee dans les 
differents STATs et cruciale pour la fonction des STATs. De courtes deletions dans cette 
region empechent la phosphorylation des STATs (Rane and Reddy, 2002). Cette region est 
suivie d'un domaine de liaison a l'ADN, bien conserve entre les STATs (Horvath et al., 
1995). Cette region permet la liaison a l'ADN, plus precisement a plus d'une dizaine de 
sequences similaires au GAS {Interferon gamma Activated Sequence) dont le motif de base 
est 5'-TTNCNNNAA-3' et permet le recrutement de differents dimeres de STATs (Horvath et 
al., 1995; Xu et al., 1996). Cette sequence « paradigme » de la voie JAK/STAT permet aux 
cytokines de controler la proliferation, la croissance ainsi que la differenciation cellulaire dans 
de nombreux types de cellules (Akira, 2000; Hirano et al., 2000; Silva, 2004). II faut noter 
que les cas des IFN a et P sont legerement differents en ce qui a trait a la sequence de liaison. 
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Ainsi, les hetero-dimeres STAT1-STAT2 formes pour cette signalisation recrutent 
obligatoirement une sous-unite de liaison a l'ADN de la famille des facteurs regulateurs des 
IFN, IRF9. Ce trimere, nomme ISGF3, lie une sequence ISRE {Interferon-stimulated 
Response Element) de motif 5'-AGTTTN3TTTCC-3' (Aaronson and Horvath, 2002). 
Le domaine SH2 des STAT, situe en C-terminal du domaine de liaison a l'ADN, 
possede egalement une sequence hautement conservee chez les STATs. La fonction de ce 
domaine est de lier la proteine STAT a une sequence ayant un residu tyrosine phosphoryle. 
Dans le cas present, ce SH2 va principalement servir au recrutement des monomeres de STAT 
aux queues cytoplasmiques des recepteurs de cytokine activees (Pellegrini and Dusanter-
Fourt, 1997). Ce domaine peut egalement servir a 1'association des STAT a d'autres 
proteines dont les kinases JAK et Src. II a ete demontre, entre autres, que STAT5 peut 
s'associer a JAK2 (Pellegrini and Dusanter-Fourt, 1997) et que ce domaine SH2 sert dans 
l'homo- et l'hetero-dimerisation de certaines STAT (Rane and Reddy, 2002). 
La derniere region des STATs est une region moins bien decrite. Le domaine de 
transactivation des STATs, lorsque phosphoryle en serine dans la sequence PMSP, permet 
d'augmenter l'activite transcriptionnelle des STATs (Decker and Kovarik, 2000; Schindler 
and Darnell, 1995). 
Le recrutement des STATs aux recepteurs de cytokine n'est qu'une etape preliminaire 
car il permet de rapprocher les monomeres les uns des autres et de les activer. Les 
monomeres ainsi recrutes vont subir une tyrosine-phosphorylation au niveau de l'acide amine 
en position 700 de leur sequence essentielle pour leur dimerisation. Ce fait a ete demontre par 
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la mutation de ces residus tyrosines, ce qui a eu pour effet de completement abolir la liaison 
des STATs a l'ADN (Qureshi et al., 1996; Shuai and Liu, 2003). Cette phosphorylation 
specifique peut etre effectuee tant par le recepteur de l'hormone de croissance que par des 
JAK ou des Src kinases dependamment du type de cellules et du type de ligand/recepteur 
(Rane and Reddy, 2002; Schindler and Darnell, 1995). Une fois phosphoryles, les STATs se 
dimerisent et sont transloques au noyau pour se Her a l'ADN et induire la transcription 
genique. Pour eviter une perte de controle dans la signalisation une modulation au niveau 
moleculaire doit etre presente. 
1.3.3 Regulation de la voie des JAK / STAT 
L'activation aberrante de la voie JAK/STAT mene directement a un desequilibre 
homeostatique entrainant diverses pathologies. Cette voie de signalisation est d'une 
importance majeure pour la transmission des messages que declenchent les cytokines. Elle 
controle une grande variete de phenomenes biologiques dictes par les cytokines. Par 
exemple, des JAKs et STATs sont actives constitutivement dans plusieurs lignees cellulaires 
oncogeniques. La premiere mention d'une activation constitutive de STAT (STAT3) dans 
des cellules mammiferes montre l'activation d'une Src kinase oncogenique (Yu et al., 1995). 
Une autre etude demontre une activation constitutive de STAT en presence de TEL/JAK2 
(proteine de fusion de JAK2 et de TEL, un membre de la famille de proteine de transcription 
Ets) menant a une maladie myeloproliferative (Ho et al., 1999; Lacronique et al., 2000). 
En condition physiologique normale, la voie JAK/STAT est cependant finement 
regulee a differents niveaux. II y a trois grands mecanismes principaux responsables de la 
29 
terminaison de la signalisation par les recepteurs de cytokines : la dephosphorylation, 
l'inhibition de proteines STAT activees et la regulation a la hausse d'inhibiteurs de 
retroaction negative. 
La phosphorylation est un des mecanismes les plus souvent observes en termes 
d'activation proteique. Trois acides amines peuvent subir une phosphorylation et modifier 
l'activite d'une proteine : les residus tyrosine, threonine et serine. La phosphorylation de la 
tyrosine est la plus connue. Les JAKs sont les kinases responsables de l'activation de la voie 
JAK/STAT. Chaque mecanisme activateur a une contrepartie inhibitrice. Les kinases 
activent leurs cibles en ajoutant un groupement phosphate de l'ATP au residu tyrosine cible. 
Les phosphatases sont les enzymes qui contre-balancent cette activation en clivant ce 
groupement actif, ce qui ramene la proteine cible vers son etat basal. Plusieurs proteines 
tyrosine phosphatases sont impliquees dans la voie des JAK/STAT pour en controler 
l'activation : SHP-1, SHP-2, CD45, PTP-1B et TC-PTP (Shuai and Liu, 2003). Je porterai 
cependant une attention particuliere aux proteines tyrosine phosphatases contenant un 
domaine SH2 (SHP) considerant la relation etroite entre ces phosphatases et la voie des 
JAK/STAT (Neel, 1993; Poole and Jones, 2005). 
II existe 2 SHP : SHP-1 et SHP-2. Presentent constitutivement dans les cellules elles 
controlent rapidement la signalisation cellulaire par la dephosphorylation des JAK et des 
recepteurs actives (Shuai and Liu, 2003). SHP-1 est principalement exprimee dans les 
cellules hematopoietiques, alors que SHP-2 est exprimee de facon plus generate dans les 
tissus adultes (Wu et al., 2003b). Bien que tres similaire en structure (60% d'homologie de 
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sequence), ces deux phosphatases semblent jouer des roles opposes. SHP-1 aurait un role de 
reduction de la signalisation, alors que SHP-2 menerait a l'activation cellulaire. 
Le role de SHP-1 a ete mis en evidence dans le modele de souris motheaten (me/me). 
Dans ce modele, SHP-1 est non-fonctionnelle et a montre de fortes evidences de l'implication 
cruciale de cette phosphatase dans la regulation negative de certaines fonctions cellulaires. 
Ces souris qui demontrent de severes defauts hematopoietiques en plus de signes 
d'inflammation chronique et de maladies auto-immunes, meurent de pneumonies 
hemorragiques (Shultz et al., 1993; Tsui et al., 1993). Une autre etude a demontre que des 
cellules portant un recepteur de l'erythropoietine (EPOR) incapable de Her SHP-1 avaient une 
sur-activation de JAK2, rendant ces cellules hypersensibles a une stimulation a 
rerythropoietine (EPO) (Klingmuller et al., 1995). 
SHP-2 agit sur plusieurs voies de signalisation dont les voies du placental-derived 
growth factor (PDGF), du EGF, de l'IL-3, de 1TL-5 et de l'EPO (Huyer and Alexander, 1999; 
Neel and Tonks, 1997). Bien que SHP-2 soit une phosphatase, plusieurs etudes ont demontre 
que SHP-2 est implique dans la transduction du signal de certains recepteurs tyrosine kinase 
tels que les recepteurs du PDGF et de l'EGF (Bennett et al., 1996; Hadari et al., 1998; Shi et 
al., 1998; Tang et al., 1995). Une etude a egalement demontre que, dans le cas du gpl30, le 
recepteur commun de la famille de 1TL-6, la tyrosine 759 est requise pour le recrutement de 
SHP2 et de suppressors of cytokine signalling 3 (SOCS3) (Nicholson et al., 2000). Ces deux 
proteines entreraient en competition pour la liaison au recepteur. SHP2 servirait a maintenir 
la voie activee en bloquant l'acces a SOCS3. Suite a 1'augmentation de la signalisation de la 
voie JAK/STAT, SOCS3 serait plus present, deplacerait SHP-2 et inhiberait la voie. A 
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l'oppose une activite negative pour SHP-2 sur certaines voies de signalisation initiees par les 
IFN a et y. En effet, il a ete demontre que des cellules ayant des mutations dans SHP-2 
montrent une sensibilite accrue a la cytotoxicite de ces IFN (You et al., 1999). 
Un autre mecanisme implique dans la diminution de la signalisation de la voie des 
JAK/STAT est l'inhibition de la translocation des dimeres de STAT par les protein inhibitors 
of activated STAT (PIAS). Quatre membres composent actuellement cette famille (PIAS 1, 
PIAS 3, PIAS X et PIAS Y) et sont present de facon constitutive dans les cellules (Chung et 
al., 1997; Liu et al., 1998). PIAS 1 et 3, comme leurs noms le suggerent, sont les inhibiteurs 
de STAT1 et STAT3. PIAS 1 inhibe preferentiellement STAT1 et, a un plus faible niveau, 
STAT3, alors que c'est l'inverse pour PIAS 3. Les PIAS vont Her les dimeres de STAT 
actives et empeches leur translocation au noyau. Ces proteines agissent done comme tampon, 
controlant la quantite de STAT disponible pour la signalisation de differentes cytokines 
(Chung et al., 1997; Liu et al., 1998). 
Le troisieme mecanisme employe pour reduire 1'activite de la voie JAK/STAT est 
1'induction des suppressors of cytokine signaling (SOCS). Uniques parmi les regulateurs de 
la voie des JAK/STAT, elles ont la particularite d'etre regulees a la hausse suite a l'activation 
de la voie JAK/STAT. Une fois regulees a la hausse, ces proteines se lient aux recepteurs de 
cytokines actives par une liaison directe aux recepteurs ou par liaison aux JAKs qui y sont 
associees. Ainsi recrutees, les SOCS reduiront la quantite de signal transduit par la voie des 
JAK/STAT (Elliott and Johnston, 2004; Fujimoto and Naka, 2003; Ilangumaran et al., 2004). 
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1.3.4 Les suppressors of cytokine signalling 
Les proteines SOCS sont des proteines impliquees dans une boucle de retro-inhibition 
negative de la voie des JAK/STAT. Elles sont regulees a la hausse lors de la stimulation par 
une grande quantite de cytokines et facteurs de croissance (Starr et al., 1997) pour mettre fin a 
Pactivite de cette voie. Les SOCS previennent une stimulation trop importante d'une voie de 
signalisation. 
Trois groupes differents ont identifie de fa9on simultanee le premier membre de cette 
famille, sous 3 noms differents : SOCS1, JAB ou SSI-1. Le groupe de Starr a montre que 
SOCS1 inhibait la differentiation de cellules Ml stimulees par l'IL-6 (Starr et al., 1997). Le 
groupe de Endo a montre par la technique de double hybride que JAB (JAK binding protein) 
pouvait lier JAK2 (Endo et al., 1997). Finalement, le groupe de Naka a montre que SSI-1 
(STAT-induced STAT inhibitor 1) avait la capacite d'inhiber Pactivite de STAT3 et que, grace 
a une sequence similaire a STAT3, SSI-1 pouvait etre recrute au recepteur de cytokine active 
pour bloquer la voie de STAT3 (Naka et al., 1997). Ces trois groupes ont done montre qu'une 
proteine avait la capacite de lier une kinase JAK, qu'elle pouvait etre recrutee au recepteur de 
cytokine et qu'elle inhibait les actions biologiques de la voie des JAK-STAT. 
Plusieurs recherches se sont appuyees des caracteristiques de cette proteine pour tenter 
de trouver d'autres proteines similaires. En tout la famille des SOCS compte a ce jour 8 
membres : Cis-1 et SOCS1 a 7 (Figure 1.11, p.34). 
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Kinase inhibitory region 
100 amino acids 
I 1 
CIS 257 a.a. 
SOCS-1, SSI-1 or JAB 212 a.a. 
SOCS-2. SSI-2 CIS2 198 a.a. 
SOCS-3. SSI-3 or CIS3 225 a.a. 
SOCS-4 or CIS7 436 a.a. 
SOCS-5 or CIS6 536 a.a. 
SOCS-6 or CIS4 533 a.a. 
SOCS-7, CIS5 or NAP4 579 a.a. 
SH2 domain SOCS BOX 
Figure 1.11: Representation schematique de la sequence des 8 membres de la 
famille des SOCS. Tire de (Fujimoto and Naka, 2003). 
Les membres de la famille des SOCS possedent un domaine central SH2, un domaine 
N-terminal de longueur tres variable et une sequence d'environ 40 acides amines en C-
terminal appele SOCS-box (Fujimoto and Naka, 2003). 
La region N-terminale des SOCS1 et SOCS3 contient un petit segment de 30 acides 
amines appelee kinase inhibitory region (KIR) (Figure 1.11, p.34). Cette sequence est utilisee 
par les SOCS pour agir comme pseudo-substrat pour les JAKs liees aux recepteurs de 
cytokines actives (Fujimoto and Naka, 2003). Le domaine KIR, ainsi que le SH2, de SOCS1 
peuvent Her directement la boucle catalytique de JAK2, empechant cette enzyme de 
poursuivre l'activite de cette voie (Figure 1.12, p.35) (Kile et al., 2002; Nicholson et al., 1999; 
Sasaki et al., 1999; Yasukawa et al., 1999). Contrastant avec SOCS1, SOCS3 a la capacite de 
Her le gpl30 par son domaine SH2 pour bloquer la JAK au niveau de son domaine KIR en 
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plus de causer de l'encombrement sterique, nuisant au recrutement des STATs (Figure 1.12, 
p.35) (Kile et al., 2002; Lehmann et al., 2003; Sasaki et al., 2000; Schmitz et al., 2000). 
Figure 1.12 : Representation schematique des modes d'action de la famille des 
SOCS. Tire de (Kile et al., 2002). 
Les membres des SOCS possedent tous un domaine SH2 central leur permettant de 
lier une sequence consensus avec une tyrosine phosphorylee comme element de liaison. Cette 
sequence permet leur recrutement aux recepteurs de cytokine actives ou aux JAKs et 
l'inhibition de la voie JAK/STAT (llangumaran et al., 2004; Kile and Alexander, 2001; Krebs 
and Hilton, 2001; Narazaki et al., 1998; Nicholson et al., 1999; O'Shea et al., 2002; Yasukawa 
etal., 1999). 
La portion la plus C-terminate des SOCS, la SOCS-box, est une sequence importante 
dans la fonction inhibitrice des SOCS. Cette fonction a ete attribute par Tobservation de la 
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similitude entre le mecanisme de la proteine Von Hippel-Lindau (VHL) et celui de la SOCS-
box (Hilton et al., 1998). La proteine VHL est une proteine possedant une « SOCS-box » et 
est cruciale pour l'interaction de la proteine avec le complexe multi-proteique E3 ligase 
(Kamura et al., 1998). La fonction de la SOCS-box des SOCS a ete mis en evidence par 
l'augmentation par SOCS1 de Pubiquitination et la degradation de JAK2 (Ungureanu et al., 
2002), TEL-JAK2 (Frantsve et al., 2001: Kamizono et al., 2001), de l'EPOR (Verdier et al., 
1998) et de FAK (Liu et al., 2003) (Figure 1.13, p.36). A l'inverse, le mutant de SOCS1 sans 
la SOCS-box en etait incapable. De plus, des etudes ont demontre que SOCS1 est requise 
pour la regulation de NF-Kb par 1'accumulation de p65/RelA dans des souris SOCS1 "A(Ryo 
et al., 2003). 
Figure 1.13 : Representation schematique du role de la SOCSbox des SOCS. Tire de 
(Kile et al., 2002). 
11 est interessant de noter que des recherches utilisant la sequence de la SOCS box de 
SOCS1 comme modele ont identifie une vingtaine de proteines humaines et murines avec une 
forte similarite de 40 acides amines au niveau de la portion c-terminale de SOCS1 (Hilton et 
al., 1998). Utilisant ['information derivee des cDNA codant pour cette sequence, 5 grandes 
families possedent une sequence « SOCS-box ». II y a d'abord les SOCS (Pawson, 1994), 
les proteines WSB (WD~4()-repeat containing proteins with a SOCS box) qui contiennent des 
sequences WD-40 repetees (Neer et al., 1994), les proteines SSB (SPRY domain-containing 
proteins with a SOCS box) avec un domaine SPRY (Bork, 1993), les ASB (ankyrin-repeat-
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containing proteins with a SOCS box) contenant des sequences d'ankyrin repetees (Ponting et 
al., 1997) et finalement, 2 petites GTPases (rar et ras-like) qui contiennent egalement une 
SOCS-box (Masuhara et al., 1997). Les domaines « SOCS-box » de ces nouvelles families 
demeurent encore a eclaircir (Hilton et al., 1998). 
La plupart des transcrits d'ARN de Cis-1, SOCS1, SOCS2 et SOCS3 sont presents a 
de tres faibles niveaux, mais peuvent etre regules a la hausse en 15 a 30 minutes suite a une 
stimulation par une cytokine. Comme une signalisation aberrante par les cytokines peut avoir 
des consequences biologiques desastreuses, les voies de signalisation qui transduisent ces 
signaux doivent etre finement regules par les SOCS. Le role joue par les SOCS prend son 
importance suite a l'etude des consequences decoulant de l'absence des SOCS. 
L'archetype de cette famille, SOCS1, a ainsi un role capital dans la signalisation de 
1'IFNy. Des souris SOCS1"7" vont developper des deficiences, bien qu'elles soient normales a 
la naissance, suite a une sur-stimulation de cytokine. Elles developpent rapidement une 
multitude de symptomes comme une necrose du foie, 1'infiltration des organes visceraux par 
des cellules myelomonocytaires (Naka et al., 1998; Starr et al., 1998). Ces symptomes ont pu 
etre attribues a une signalisation accrue de PIFNy, suite aux observations que des souris 
SOCSl"7" IFNy"7" ne meurent pas et survivent plus d'une annee (Alexander et al., 1999; Marine 
et al., 1999; Metcalf et al., 2002). 
De son cote, le role de SOCS2 est encore peu documente. II semble etre implique 
dans la signalisation de Phormone de croissance (GH), mais de facon indirecte. Des souris 
deficientes en SOCS2 demontrent un poids de 30 a 40% superieur aux souris controles 
37 
(Metcalf et al., 2000). SOCS2 serait induit par la GH, mais modulerait la signalisation du 
facteur de croissance de Pinsuline (IGF), incapable d'induire SOCS2 (Greenhalgh et al., 
2002). La confusion entourant SOCS2 vient du fait qu'a faible concentration, SOCS2 semble 
inhiber la signalisation de la GH alors qu'a plus forte concentration, il semble la promouvoir 
(Favreetal, 1999). 
Le plus etudie des membres de cette famille est SOCS3. Son importance fut mise de 
l'avant par le fait que les souris SOCS3"7" meurent in utero du a un defaut du placenta et 
impliquant une sur-signalisation de la cytokine LIF {leukemia inhibitory factor) (Roberts et 
al., 2001; Takahashi et al., 2003). Pour palier a ce probleme, des souris SOCS37" 
conditionnelles (knock out) ont ete generees en utilisant le systeme Cre-loxP. Avec ce 
systeme, des macrophages SOCS3"7" ont ete generes pour etudier les roles de SOCS3 dans la 
signalisation des JAK/STAT. En absence de SOCS3, la signalisation par STAT3 est 
maintenue lors d'une stimulation a l'IL-6 alors qu'elle est reduite dans le cas de l'IL-10 
(Yasukawa et al., 2003). L'utilisation de ces macrophages SOCS3"7" a ainsi mis a jour un 
double role de SOCS3 dans la signalisation mediee par STAT3 dans la signalisation de 2 
cytokines importantes dans 1'inflammation, soit l'IL-6 et l'IL-10 (Yasukawa et al., 2003). 
Le recrutement de SOCS3 au gpl30 est important pour l'inhibition de la signalisation 
des cytokines qui empruntent ce recepteur. La mutation de la tyrosine 759 en phenylalanine 
(Y759F) du gpl30 empeche le recrutement de SOCS3 au gpl30. La mutation equivalente 
dans le modele murin entraine des signes d'arthrite et d'adenomes gastriques (Suzuki et al., 
2001). De facon complementaire, la surexpression forcee de SOCS3 dans ce modele de 
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souris permet d'inhiber l'induction et le developpement de Pinflammation (Shouda et al., 
2001). 
Les autres membres de la famille des SOCS (SOCS4-7) sont peu documented, mais 
certains resultats emergent. SOCS5 serait implique dans la differentiation des cellules T 
(Seki et al., 2002). SOCS6 n'a pas la capacite, comme SOCS1 et SOCS3, de Her JAK2, mais 
il peut Her le recepteur de Pinsuline en inhibant des molecules de signalisation comme IRS-1 
(insulin receptor-substrate 1) et les Erkl/2 (Mooney et al., 2001). De plus, des souris 
SOCS6_/" montrent un faible retard de croissance, mais sans defaut dans le metabolisme du 
glucose (Krebs et al., 2002). SOCS7, de son cote, peut inhiber la prolactine et la GH en 
interagissant avec STAT3 et STAT5 (Martens et al., 2005). Le role et Pimportance de toutes 
ces proteines SOCS sont sous investigations. 
39 
2.0 OBJECTIFS DE RECHERCHES 
Le PAF est un mediateur pro-inflammatoire notable agissant sur une tres grande 
variete de cellules. Les monocytes jouent un role central dans le systeme de defense de Phote 
et torment le principal lien entre les evenements inflammatoire innes et le developpement de 
la reponse immunitaire acquise. Tout debalancement entre les signaux anti-inflammatoires et 
pro-inflammatoires entrainera une reponse sous optimale ou inflammatoire chronique, 
respectivement. De cette facon, les monocytes actives par le PAF vont agir de facon a 
controler l'agression et pousser Pinflammation vers la resolution physiologique. Cependant, 
dans certains cas une sur-activation des cellules entraine une inflammation chronique qui peut 
devenir dommageable pour Phote si cette reponse n'est pas controlee. Comme le PAF est 
implique dans plusieurs phenomenes a caracteres inflammatoires, le travail presente ici a 
porte son attention sur plusieurs aspects pro-inflammatoires du PAF plutot que sur une 
pathologie en particulier. Ainsi, les divers mecanismes impliques pourront etre transposes 
d'une etude a une autre selon les pathologies associees au PAF. 
Au niveau des cytokines et de leurs recepteurs, une voie d'activation majeures, la voie 
des JAK/STAT est controlee par des inhibiteurs de retroactions negatives appeles SOCS. 
L'activation de la voie des JAK/STAT (TYK2, JAK2, STAT1, 2, 3 et 5) par le PAFR a ete 
demontre dans notre laboratoire (Lukashova et al., 2001; Lukashova et al., 2003) et ces 
travaux ont trace la voie a l'etude des SOCS, plus precisement de SOCS3. L'objectif general 
de cette these etait d'evaluer Pimpact de SOCS3 dans la physiologie du PAF pour en 
comprendre les roles et caracteristiques. 
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Dans un premier temps, les objectifs consistaient a etablir par quels mecanismes le 
PAF induisait S0CS3 dans des cellules mononucleees et endotheliales a l'aide de methodes 
connues telles que des immunobuvardages, des clonages, flux calcique, etc. Nous avons 
ensuite explore diverses conditions pro-inflammatoire induites par le PAF de facon a 
determiner l'impact de SOCS3. L'emphase a ete axee sur certaines molecules impliquees 
dans la signalisaiton du PAF (voies des JAK/STAT et MAPK), ainsi que sur les premieres 
etapes de rinflammation : l'adhesion et la migration cellulaire. 
Les etudes de recrutement, de mecanistiques et de fonctionnement des SOCS sont 
nombreuses pour les recepteurs de cytokines, mais au niveau des RCPG tres peu 
d'information est disponible. Les objectifs de la seconde partie de cette these a ete axe sur la 
recherche des connaissances moleculaires entourant SOCS3 et le PAFR. L'utilisation de 
mutants de deletions de SOCS3 developpes au laboratoire nous permettra de mieux 
comprendre les possibles interactions entre SOCS3 et le PAFR. L'emploi de ces mutants 
permettra egalement de mettre a jour la mecanistique de recrutement, s'il en est un, ainsi que 
son role sur la physiologie du PAF. Nous savions que des membres de la famille des SOCS, 
dont SOCS3, servaient a moduler les voies d'activation des MAPK. De la nous avons analyse 
les impacts des differents domaines de SOCS3 dans la modulation de ces voies induites par le 
PAF. 
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3.0 MATERIELS ET METHODES 
3.1 PRODUITS UTILISES 
3.1.1 Anticorps 
Anticorps anti ERK: lapin anti C-term ERK, Santa Cruz Biotechnology, LaJolla, USA 
Anticorps anti FAK: souris anti FAK, BD Transduction Lab., Mississauga, Canada 
Anticorps anti FLAG M2: souris anti N-term, Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Anticorps anti GST: lapin anti GST, Bethyl Laboratories, Montgomery, USA 
Anticorps anti HA: lapin anti HA, Santa Cruz Biotechnology, LaJolla, USA 
Anticorps anti HA-clone 3F10: lapin anti HA, Roche Diagnostics, Montreal, Canada 
Anticorps anti JNK: lapin anti JNK, Santa Cruz Biotechnology, LaJolla, USA 
Anticorps anti myc: ascite de souris, fourni par Dr Talbot, Universite de Sherbrooke, Canada 
Anticorps anti p38: lapin anti p38, Santa Cruz Biotechnology, LaJolla, USA 
Anticorps anti phospho-ERK (pY204): souris anti-pY204, Santa Cruz Biotechnology, 
LaJolla, USA 
Anticorps anti phospho-JNK (pT183/pY185): lapin anti phosphor JNK, Cell Signalling, New 
England Biolabs, Pickering, Canada 
Anticorps anti phospho-FAK (pY397): souris anti pY397, BD Transduction Lab., 
Mississauga, Canada 
Anticorps anti phospho-p38 (pT180/pY182): lapin anti-phospho p38, Cell Signalling, New 
England Biolabs, Pickering, Canada 
Anticorps anti phospho-STAT-1 (pY701): lapin anti pY701, Cell Signalling, New England 
Biolabs, Pickering, Canada 
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Anticorps anti phospho-STAT-3 (pY705): lapin anti pY705, Cell Signalling, New England 
Biolabs, Pickering, Canada 
Anticorps anti phospho-STAT-5 (pY694): lapin anti pY694, Cell Signalling, New England 
Biolabs, Pickering, Canada 
Anticorps anti SOCS3: lapin anti C-term SOCS3, IBL-Japan, Cedarlane, Hornby, Canada 
Anticorps anti SOCS3: lapin anti N-term SOCS3, IBL-Japan, Cedarlane, Hornby, Canada 
Anticorps anti SOCS3: lapin anti N-term SOCS3, Santa Cruz Biotechnology, LaJolla, USA 
Anticorps anti STAT-1: lapin anti C-term STAT1, Santa Cruz Biotechnology, LaJolla, USA 
Anticorps anti STAT-3: lapin anti N-term STAT3, Santa Cruz Biotechnology, LaJolla, USA 
Anticorps anti STAT-5: lapin anti C-term STAT5, Santa Cruz Biotechnology, LaJolla, USA 
Anticorps anti TYK2: souris anti N-term TYK2, BD Transduction Lab., Mississauga, Canada 
Anticorps secondaire: IgG de chevre anti IgG lapin, couple FITC (fluoresceine 
isothiocyanate): AmershamBiosciences, Baie D'Urfe, Canada 
Anticorps secondaire : IgG d'ane anti IgG de lapin couple HRP {horseradish peroxidase): 
Amersham Biosciences, Baie D'Urfe, Canada 
Anticorps secondaire: IgG de chevre anti IgG de souris couple HRP : Amersham Biosciences, 
Baie D'Urfe, Canada 
3.1.2 Appareils et materiels 
Cuvette de nucleofection (empattement 2 mm) : Amaxa Biosystems, Koln, Allemagne 
Cytometre en flux : FACScan, BD Biosciences, Mississauga, Canada 
Luminometre: Sirius, Berthold Detector System, Montreal, Canada 
Spectrofluorometre: SLM/Aminco spectrofluorometer, SLM Instruments, Urbana, USA 
Kit d'extraction GeneClean: Quiagen, Mississauga, Canada 
43 
Kit Wizard: Promega, Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Membrane Hybond: GE HealthCare, Baie D'Urfe, Canada 
Membrane nitrocellulose: BioRad, Mississauga, Canada 
Nucleofecteur : Amaxa Biosystems, Koln, Allemagne 
Petris de culture de 100 mm: Sarstedt, Montreal, Canada 
Petris de culture de 100 mm (pour culture de HUVEC) : Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Plaque de culture de 6 puits : Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Plaque de culture de 12 puits : Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Plaque de culture de 24 puits : Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Flacon de culture T75 : Sarstedt, Montreal, Canada 
3.1.3 Produits 
Acide okadaic : inhibiteur de tyrosine phosphatases type 1 et 2A; Sigma-Aldrich, Oakville, 
Canada 
Acide formique 88% : Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Aminoethyl benzenesulfonylfluoride-AEBSF: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Ammonium formate: Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Aprotinine : Roche Diagnostics, Laval, Canada 
BSA : bovine serum albumin - albumine serique de boeuf; Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Billes de Sepharose A: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Calyculine A : Biomol, Cedarlane, Hornby, Canada 
CBS: calf bovine serum - serum de veau; Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Chloramphenicol: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Collagenase type V : Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
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Dextran : GE HealthCare, Baie D'Urfe, Canada 
DMEM : Dulbecco 's modified Eagle medium, Invitrogen, Burlington, Canada 
DNase: Amersham Pharmacia Biotech, Baie d Urfe, Canada 
Dowex AG1-X8: BioRad, Mississauga, Canada 
DTT : di thio threitol, Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Ethylenediamine-tetraacetic acid - EDTA: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Ethylene glycol-tetraacetic acid - EGTA: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Foetal bovine serum — FBS: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Ficoll 1,077 : GE HealthCare, Baie D'Urfe, Canada 
Filtres de polycarbonate (pores de 5 jam): Osmonics, Westborough, USA 
Fura-2-acetoxymethyl ester: Molecular Probes, Eugene, USA 
Glycine: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Glycyl-glycine - Gly-gly; Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Hank's balanced salt solution - HBSS: Life technologies, USA 
Iscove media: Invitrogen, Burlington, Canada 
Lait en poudre ecreme Carnation : Nestle, Canada 
Luciferine: Invitrogen, Burlington, Canada 
MgSO,*: Fisher Scientific, Nepean, Canada 
MG-132: Biomol, Cedarlane, Hornby, Canada 
Morpholino-propanesulfonic (acid) - MOPS: Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, U.S.A 
myo-[3H]-inositol: Amersham Biosciences., Baie d'Urfe, Canada 
NP-40 (igepal): Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Oncostatin M: Peprotech Inc., Biolynx, Brockville, Canada 
PAF: Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA 
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Peniciline: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Polymerase Taq: New England Biolab, Pickering, Canada 
Puromycine: InVivo Gen, San Diego, USA 
RNasin: Promega, Madison, USA 
Roswell Park Memorial Institute - RPMI: Invitrogen, Burlington, Canada 
Solution de nucleofection monocytes humains: Amaxa Biosystems, Koln, Allemagne 
Streptomycine: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Tetracycline: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Transcriptase inverse M-MLV: Bio/Can Scientific Inc, Mississauga, Canada 
TransIT-Ltl: MirusBio, Fisher Scientific, Nepean, Canada 
Trichlorotrifluoroethane: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Tri-octyl amine: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
TriPure: Roche Diagnostics, Laval, Canada 
Tris base: Sigma-Aldrich, Oakville, Canada 
Triton X-100: Fisher Scientific, Nepean, Canada 
[32P]-dCTP 9,25 MBq: Amersham Pharmacia Biotech, Baie D'Urfe, Canada 
3.2 TECHNIQUES EXPERIMENTALES 
3.2.1 CELLULES ET STIMULATION 
3.2.1.1 Monocytes humains 
L'isolation des monocytes humains se fait a partir du sang total preleve sur des sujets 
sains exempts de medication. Le sang est centrifuge (300 g) pendant 10 minutes sans frein, ce 
qui permet d'eliminer le plasma. Le sang est ensuite dilue avec du tampon phosphate salin 
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(PBS) sterile (1 :1 v :v); du Dextran est ajoute (0,4% final) et incube a la temperature de la 
piece pour 25 minutes. Du plasma autologue, conserve pour la culture des monocytes, est 
defibrine en additionnant du CaCb (0,03 M) et, apres 15 minutes de legere agitation avec une 
pipette de verre, la fibrine collee a la pipette peut etre eliminee. Par la suite, est ajoute dans 
un nombre de tubes equivalent au nombre de tubes de sang, du Ficoll 1,077 et la phase 
superieure du Dextran, contenant les leucocytes, est depose sur le Ficoll de facon a ne pas 
melanger les deux phases. Les tubes sont centrifuges 20 minutes a 400 g a la temperature de 
la piece sans frein. La phase superieure contenant les monocytes et les lymphocytes est 
prelevee et un premier rincage a 400 g pour 20 minutes est fait et suivi de deux autres a 300 g 
pour 10 minutes chacun. Les cellules sont resuspendues dans du milieu RPMI contenant du 
FBS (10%) et distributes dans les petris prealablement traites au plasma pour 15 minutes a 
37°C. Les petris sont incubes 60 minutes a 37°C. Les lymphocytes sont ensuite rinces 
doucement des petris avec du milieu de culture. Pour decoller les monocytes ayant adhere 
aux petris, du RPMI contenant du EDTA monosodique (0,1 M) est ajoute et incube a 37°C 
pour 25 minutes. Le milieu contenant les monocytes est recupere et centrifuge a 400 g pour 
15 minutes. Les monocytes purifies sont mis en culture dans du RPMI avec du plasma 
autologue defibrine (5%). 
3.2.1.2 Cellules endothelials de cordons ombilicaux humains (HUVEC). 
Les human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) sont des cellules recuperees de 
cordons ombilicaux suivant des modifications au protocole original (Jaffe et al., 1973). 
Sommairement, la veine du cordon est canulee aux deux extremites, rincee deux fois avec du 
PBS sterile a 37°C. On ajoute ensuite une solution de collagenase de type V (850 U/mL) dans 
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du milieu de culture (Annexe) pour 4 minutes a 37°C suffisamment pour distendre legerement 
la veine. Apres cette incubation, la solution de collagenase contenant des HUVEC est 
recuperee dans du milieu contenant du 25% de FBS. Les cellules sont centrifugees a 400 g 
pour 10 minutes et mises en culture dans des petris 100 mm (Fisher Scientific) traites avec de 
la gelatine 0,25%. Le milieu de culture est change a tous les deux jours et les passages se font 
avec une solution EDTA/trypsine (500 u.M/0,025%) deux jours apres la confluence. Les 
HUVEC ne sont pas utilisees plus de trois passages. 
3.2.1.3 Lignee cellulaire COS-7 
La lignee cellulaire COS-7 {Cercopithecus aethiops) provient a l'origine de cellules de 
rein de singe vert d'Afrique transformees a l'aide du virus SV40 (Gluzman, 1981). Ces 
cellules sont utilisees pour 1'etude de mecanismes moleculaires car elles permettent 
d'exprimer des vecteurs d'expression tels que pcDNA et pJ3M. Ces cellules sont gardees en 
culture dans du DMEM supplements de CBS 5%, de penicilline 100 UI/mL et de 
streptomycine 100 u.g/mL. Les passages se font avec une solution de PBS/EDTA (500 uM). 
3.2.1.4 Lignee cellulaire HEK 293 
La lignee cellulaire HEK 293 {human embryonic kidney cell) a ete decrite la premiere 
fois en 1977 suite a la transformation de ces cellules avec de l'ADN de Padenovirus 5 
(Graham et al., 1977). Ces cellules sont utilisees pour Fetude de mecanismes moleculaires 
car elles permettent d'exprimer des vecteurs d'expression tels que pcDNA et pJ3M. Ces 
cellules sont gardees en culture dans du DMEM supplements de CBS 5%, de penicilline 100 
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UI/mL et de streptomycine 100 u.g/mL. Les passages se font avec une solution de 
PBS/EDTA (500 uM). 
Des cellules HEK293 exprimant de facon stable le PAFR-HA (HEKPAFR) ont ete 
produites dans des HEK293 par transfection au calcium-phosphate (4 |a.g ADN / petri 100 
mm) du vecteur pIRESP-HA-PAFR linearise par digestion avec l'enzyme de restriction Pvul. 
Des clones independants ont ete selectionnes par l'antibiotique puromycine (3 ug/mL) et 
caracterises par cytometric en flux avec Panticorps specifique 3F10 (anti-HA). 
3.2.1.5 Lignee cellulaire MonoMacl 
La lignee cellulaire humaine MonoMacl provient d'une leucemie monocytaire aigiie 
d'une dame de 64 ans en 1985 (Ziegler-Heitbrock et al., 1988). Ces cellules sont gardees en 
culture dans du RPMI et supplements de CBS 5%. Elles sont maintenues en culture a une 
concentration entre 4 et 7,5x105 cellules/mL. 
3.2.1.6 Stimulation des cellules 
De facon generate, pour des cellules adherentes, il faut preparer du milieu de culture de 
cellules avec du HEPES (20 mM) et de la BSA (0,2%) et ajouter 80% du volume final desire 
de ce milieu aux cellules. Le ligand est dilue dans le 20% de milieu restant, a une 
concentration 5 fois superieure (PAF : 5xlO"7M, OSM : 125 ng/mL, IL-6 : 125 ng/mL) a celle 
desiree pour la stimulation (PAF : 10"7 M, OSM : 25 ng/mL, IL-6 : 25 ng/mL). Apres avoir 
ajoute le 80% du volume de stimulation, les cellules sont incubees 30 minutes a 37°C pour 
s'acclimater. Le ligand 5 fois concentre est ajoute aux cellules pour obtenir la concentration 
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finale desiree et pour le temps desire a 37°C. Pour arreter la stimulation, il faut placer les 
cellules sur la glace, aspirer le milieu de culture et ajouter du PBS (Annexe) a 4°C (1 mL/petri 
de 100 mm ou 500 uL/puits de plaque a 6 puits). Les cellules sont recuperees avec un 
racleur de cellules, transferees dans un microtube, centrifugees et lysees dans du tampon de 
lyse. Pour des cellules en suspension, apres la stimulation, les cellules sont centrifugees et le 
culot est lyse dans du tampon de lyse. 
Pour une immunoprecipitation, le tampon de lyse RIPA (500 uL/petri 100 mm; Annexe) 
avec les inhibiteurs (Annexe) est utilise. Pour une phosphorylation, le tampon de lyse a 
phosphorylation (50-100 |jL/petri 100 mm; Annexe) avec les inhibiteurs (Annexe) est utilise. 
Dans les 2 cas, une incubation de 30 minutes sur glace est necessaire. Les lysats sont 
conserves a -80°C jusqu'a Putilisation. Pour l'isolation de l'ARN, il faut utiliser le TriPure et 
incuber 15 minutes a la temperature de la piece avant de ranger a -20°C jusqu'a Putilisation. 
3.2.2 METHODES IMPLIQUANT DE L'ADN ET DE L'ARN 
3.2.2.1 Buvardage de type Northern 
Quinze microlitres de bleu a ARN contenant du bromure d'ethidium (Annexe) sont 
ajoutes a chaque echantillon d'ARN (18 U.L) et places sur un gel d'agarose contenant de la 
formaldehyde (7,4%) et du tampon MOPS lx (Annexe). La migration de l'ARN se fait 
jusqu'a ce que le front de migration soit a 2 cm du bord inferieur. L'ARN est transfere sur 
une membrane Hybond par vide et en presence de NaOH (0,01 N) pour une duree de 2 
heures. La membrane est rincee une fois avec de l'eau sans ARNase et une photo du 
50 
chargement est prise des puits est mise en presence de rayons UV. La membrane est 
conservee dans un sachet de plastique a 4°C jusqu'a l'utilisation. 
La membrane est pre-hybridee avec une solution de pre-hybridation (Annexe) pour 4 
heures a la temperature optimale pour chaque sonde (SOCS3 et GAPDH: 68°C). La solution 
de pre-hybridation est ensuite remplacee par la solution d'hybridation (Annexe) contenant la 
sonde radioactive. La membrane est hybridee pendant 12 a 18 heures a la temperature 
optimale de la sonde. Apres l'hybridation, la membrane est rincee une premiere fois avec 
SSC-2X (Annexe) a la temperature de la piece pour 5 minutes, une 2e fois avec SSC-0,1X-
SDS-0,1% (Annexe) a la temperature d'hybridation pour 15 minutes et finalement avec SSC-
0,1X (Annexe) a la temperature de la piece pour 5 minutes. Enfin, la membrane est placee 
dans un sachet de plastique, scellee et placee dans une cassette pour l'exposition du film 
autoradiographique. 
Note : TOUS les produits doivent etre traites pour se debarrasser des ARNases. Les embouts 
de pipettes steriles, les tubes steriles et les eppendorfs doivent tous etre autoclaves. Les 
solutions et l'eau doivent etre traitees au DEPC avant d'etre autoclavee. 
3.2.2.2 Clonages 
Les ADN de PAFR, TYK2, p0.16 et pIL-6 ont ete decrits precedemment (Lukashova et 
al., 2001) et (Faggioli et al., 2004). Pour la construction de SOCS3-FLAG humain, le produit 
de PCR genere avec les oligonucleotides (sens) 5'-gacgtgtacatggtcacccacagcaagtttccc-3' et 
(antisens) 5'-gtcgtcctcgagttaaagcggggcatcgtactg-3' et 1 uL d'ADN genomique de sang 
humain a ete clone dans le vecteur etiquete FLAG en utilisant les sites de restrictions des 
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enzymes BsrGl et Xhol. La sequence SOCS3-FLAG a ete subsequemment soiis-clonee 
dans le vecteur d'expression eucaryote pcDNA3. Pour la construction de SOCS3AKIR (A22-
33), un premier produit de PCR genere avec les oligonucleotides (sens) 5'-
gtggtgaacgcagtgcgc-3' et (antisens) 5'- gtcgtcctcgagttaaagcggggcatcgtactg-3' et 1 uL de 
pcDNA-SOCS3 a ete amplifie pour la seconde etape. Un second produit PCR a ete genere 
avec les oligonucleotides (sens) 5'-gacgtgtacatggtcacccacagcaagtttcccgccgccgggat 
gagccgccccctggacaccagcctgcgcgtggtgaacgcagtg-3' et (antisens) 5'-gtcgtcctcgagtt 
aaagcggggcatcgtactg-3' et 1 uL du produit PCR de la premiere etape. SOCS3ASOCSbox 
(A 176-224) a ete clone par amplification PCR avec les oligonuceotides (sens) 5'-
gacgtgtacatggtcacccacagcaagtttccc-3' and (antisens) 5'-gtcgtcctcgagtcacagggggatcttctcg 
cccccgga-3' avec 1 uL de pcDNA de SOCS3. Tous les mutants ont d'abord ete clones dans 
le vecteur pGEM etiquete FLAG avec les sites de restriction des enzymes BsrGl et Xhol. 
Les sequences mutantes etiquetees ont tous ete transferees dans le vecteur d'expression 
eucaryote pcDNA3. SOCS3R71E-myc dans pcDNA3 est une genereuse contribution de Dr 
Yoshimura. Tous les clones ont ete sequences pour verification. 
Pour 1'amplification des ADN complementaires de SOCS3 generes par transcription 
inverse (3.2.2.6), les oligonucleotides suivant ont ete employes : SOCS3 (sens) 5'-
cccccagaagagcctattac-3'; SOCS3 (antisens) 5'-tcgtactggtccaggaactc-3'; GAPDH (snes) 5'-
gatgacatcaagaaggtggtgaa-3'; GAPDH (antisens) 5' -gtcttactccttggaggccatgt-3'. 
3.2.2.3 Isolation d'ARN 
L'isolation de TARN se fait a l'aide du TriPure selon les recommandations du 
manufacturier. II faut utiliser 1 mL de TriPure par puits de plaque a 6 puits ou pour un 
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maximum de 5x106 cellules en suspension. Brievement, le TriPure est ajoute aux cellules et 
incube a la temperature de la piece pour 10 minutes. Le lysat est transfere dans un microtube 
et du chloroforme y est melange (0,2 mL pour chaque 1 mL de TriPure). Le tout est vortexe 
10 secondes et centrifuge a 12000 g a 4°C pour 15 minutes. La phase superieure, qui contient 
l'ARN, est transferee dans un autre microtube. L'ARN est precipite avec de l'isopropanol 
(0,5 mL pour chaque 1 mL de TriPure), melange par inversion et incube 5 minutes a la 
temperature de la piece avant d'etre centrifuge a 12000 g a 4°C pour 10 minutes. Le 
surnageant est retire et le culot est rince avec de 1'ethanol (75%) avant de centrifuger a 12000 
g a une temperature de 4°C pour 5 minutes. Le culot d'ARN est seche a l'air libre avant de le 
ressuspendre avec 20 uL d'eau bi-distillee sans ARNase 10 minutes a 55°C. Les echantillons 
sont conserves a -20°C jusqu'a l'utilisation. 
Note : TOUS les produits doivent etre traites pour se debarrasser des ARNases. Les embouts 
de pipettes steriles, les tubes steriles et les eppendorfs doivent tous etre autoclaves. Les 
solutions et l'eau doivent etre traitees au DEPC avant d'etre autoclavee. 
3.2.2.4 Nucleofection 
La technique de neclofection permet d'inserer du materiel genetique dans les noyaux des 
cellules, mais egalement des ARN d'interferences dans les cytoplasmes des cellules. Les 
cellules MonoMacl sont mises en suspension (4x10 cells/100 ul) dans la solution de 
nucleofection de cellules monocytes humains contenant 1 uM des RNA d'interference 
desires. Les cellules sont incubees 5 minutes dans la solution de nucleofection, transferees 
dans une cuvette de nucleofection (empattement 2 mm) et nucleofectees avec l'appareil a 
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nucleofection a l'aide du code pre-defini Y-01. Les cellules ainsi nucleofectees sont ensuites 
mises dans du milieu de culture complet. 
3.2.2.5 Sonde ADN radioactive 
Un gene d'interet est amplifie par PCR, purifie par une migration sur gel d'agarose et 
recupere a l'aide d'un kit d'extraction GeneClean. L'ADN est dose et ajuste a 50 ng/uL dans 
de l'eau sans ARNase. Pour rendre radioactif l'ADN purifie, il faut utiliser le kit Wizard et 
suivre le protocole du manufacturier. Brievement, 50 ng de sonde d'interet sont completes a 
50 uL avec de l'eau sans ARNase dans un microtube, denatures a 100°C pour 5 minutes et 
transferes dans le microtube a usage unique fourni dans le kit. Lorsque la bille d'enzymes et 
de nucleotides est dissoute, 3uL de [ P]-dCTP sont ajoutes et incubes pour 60 minutes a 
37°C. La resine du kit est melangee dans ce microtube contenant la sonde et le tout est 
transfere dans la seringue et passe dans la colonne de purification. La colonne est rincee avec 
3 mL d'isopropanol (80%). La colonne est placee dans un microtube sans ARNase, 
centrifugee pour enlever 1'excedant d'isopropanol et ensuite placee dans un nouveau 
microtube sans ARNase. Ajouter 200 uL d'eau sans ARNase a 68°C a la colonne, attendre 60 
secondes et centrifuger 20 secondes. La sonde radioactive est bouillie 5 minutes et peut etre 
conservee a -20°C jusqu'a l'utilisation. 
3.2.2.6 Transcription inverse de l'ARN 
Suite a l'isolation et la solubilisation de l'ARN pour eviter la contamination a l'ADN 
genomique et la degradation par les ARNases, les echantillons sont traites a la DNase 1 et 
avec l'inhibiteur d'ARNases (RNasin) pour 15 minutes a 37°C. La synthese d'ADN 
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complementaire (ADNc) est faite en utilisant 1 ug d'ARN et l'enzyme transcriptase inverse 
M-MLV. Les ADNc sont conserves a -20°C jusqu'a leur utilisation. 
3.2.3 METHODES IMPLIQUANT DES PROTEINES 
3.2.3.1 Analyse proteique par cytometrie de flux 
Le sang total d'un donneur est stimule avec du PAF (10-7 M) ou son vehicule pour 
differents temps. La reaction est arretee rapidement en ajoutant de la paraformaldehyde 
(PFA; 1% final) pour 20 secondes (hypotonique) avant d'ajouter une solution de NaCl sterile 
pour revenir en conditions isotoniques (0,9 %). Le sang est centrifuge a 300 g pour 5 minutes 
et le surnageant est jete. Le culot est alors ressuspendu dans du PBS/paraformaldehyde (2%) 
pour 15 minutes. Les sites non specifiques sont bloques avec de 1'IgG humain et les cellules 
sont marquees pour les proteines SOCS3 avec l'anticorps contre SOCS3 (Santa Cruz; 0.3 
ug/mL) pour une heure a la temperature de la piece. L'anticorps secondaire couple au FITC 
est ajoute pour 45 minutes a la temperature de la piece. Les echantillons sont lus en 
cytometrie de flux avec une fenetre sur les cellules monocytaires et analyses avec le 
programme CellQuest Pro (V.5.2.1). 
3.2.3.2 Immunoprecipitation 
Les cellules sont lysees dans du tampon de lyse RIPA (radio immunoprecipitation 
assay) contenant divers inhibiteurs de proteases (Annexe) pour 30 minutes a 4°C. Dans le 
lysat cellulaire, des billes de sepharose A (20 uL/lysat) sont ajoutees pour 30 minutes a 4°C 
avec rotation legere. Le lysat est centrifuge et le surnageant, transfere dans un autre 
microtube. Un anticorps contre la proteine d'interet est additionne au lysat (5-15 uL par 500 
55 
uL de lysat) pour 1 a 2 heures a 4°C avec rotation legere. Apres cette incubation, des billes de 
sepharose A sont ajoutees (30 uL/lysat) au lysat pour une duree de 12 a 18 heures a 4°C avec 
rotation legere. Les echantillons sont centrifuges et les billes sont rincees 3 fois avec du 
tampon de lyse RIPA a 4°C. Du bleu de chargement 2x (Annexe) est ajoute au culot de billes 
de sepharose afin de poursuivre avec l'electrophorese. 
3.2.3.3 Electrophorese SDS-PAGE et electrotransfert 
Cette technique vise a separer les proteines selon leur poids moleculaire. II faut d'abord 
faire polymeriser un gel de resolution de bis-acrylamide (Annexe), a un pourcentage donnant 
une resolution optimale, dans un montage d'electrophorese. Un gel de 12% pour SOCS3 et 
ses mutants ainsi que le PAFR et un gel de 8% pour les JAKs et les STATs sont 
recommandes. Ensuite, il faut faire polymeriser sur le gel de resolution le gel de tassement 
de bis-acrylamide (Annexe) avec les puits necessaires. Ce gel complet est installe dans un 
reservoir de migration qui est rempli avec du tampon de migration (Annexe). Les 
echantillons sont deposes dans les puits et la migration est demarree a 90 V pour passer le gel 
de tassement suivi de 120 V pour le gel de resolution. Lorsque la resolution des proteines est 
suffisante le gel est recupere en demontant les vitres. 
Apres la migration, le gel est depose sur une membrane de nitrocellulose deja humidifiee 
avec le tampon de transfert (Annexe) et le montage est soumis au transfert. Le temps et le 
voltage varient selon la proteine a transferer : pour les proteines de moins de 50 kDa, il faut 
effectuer un transfert de 120 V durant lh30 alors que, pour des proteines de plus de 90 kDa, il 
faut un transfert de 125 V durant 2 heures. II faut garder le montage du transfert le plus frais 
possible. 
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3.2.3.4 Immunobuvardage de type Western 
Les membranes sont bloquees dans du tampon au Tris salin (TBS; Annexe) contenant du 
lait en poudre (5%) ou de Palbumine serique de boeuf (BSA; 5%) si l'etude porte sur des 
proteines phosphorylees pour 30 minutes a la temperature de la piece. Dans le cas de l'etude 
de proteines STAT phosphorylees, les membranes sont bloquees dans du TBS-T-STAT 
(Annexe) avec du lait en poudre (5%, pH 7,6). L'anticorps primaire contre la proteine 
d'interet est ajoute dans le milieu de blocage. Par contre, les proteines STATs phosphorylees 
doivent subir 3 rincages de 15 minutes avec du TBS-T-STAT avant d'ajouter l'anticorps dans 
du TBS-T-STAT avec de la BSA (5%). Les membranes sont incubees toute la nuit a 4°C 
avec une agitation legere. Les membranes sont rincees 3 fois avec du TBS-T pour 10 minutes 
a la temperature de la piece. L'anticorps secondaire couple a la horseradish peroxidase 
(HRP) dirige contre l'anticorps primaire est ajoute dans du TBS contenant du lait en poudre 
(5%) ou de la BSA (5%) pour une duree de 60 minutes a la temperature de la piece. Apres 
1'incubation de l'anticorps secondaire, les membranes sont rincees 3 fois avec du TBS-T pour 
10 minutes a la temperature de la piece. Les membranes sont disposees dans une cassette 
pour revelation de film, le substrat de la HRP {Enhanced Chemiluminescence kit) est depose 
et la detection des proteines se fait par exposition d'un film de revelation de 
chimioluminescence. Le film peut ensuite etre numerise et les bandes reactives sont dosees 
avec un logiciel de quantification (ImageJ 1.38X software, NIH). 
3.2.3.5 Precipitation de proteines recombinantes {pull down) 
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Les ADN codant pour les sequences des boucles intracellulaires du PAFR sont sous-
clones dans le vecteur pGEX-4Tl et ces constructions ont ete utilises pour produire des 
proteines de fusion etiquetees GST. Ces proteines ont ete produites dans des bacteries 
Escherichia coli BL21 en suivant les instructions du manufacturier. Ces boucles 
intracellulaires recombinantes sont purifies en utilisant du glutathion-sepharose™4B en 
suivant les recommandations du manufacturier. Les boucles intracellulaires ainsi liees aux 
billes de sepharose ont ete incubees avec des extraits cellulaires contenant les ADN vises (tel 
qu'indique) dans du tampon de liaison contenant des inhibiteurs de proteases. Les billes ont 
ete rinces avec du tampon de liaison. Du tampon de chargement SDS a ete ajoute aux billes 
et bouillit 5 minutes. Les reactions ont ete separees par gel SDS-PAGE et analysees par 
immunobuvardage. 
3.2.4 ESSAIS FONCTIONNELS 
3.2.4.1 Dosage des inositols phosphates 
Cette technique a ete decrite dans la litterature (Parent et al., 1996). Brievement, les 
cellules sont ensemencees dans des plaques a 6 puits (5xl05 /puits) et, 24 heures plus tard, 
elles sont transferees de facon transitoire avec les ADN requis (PAFR; 0,5 ng/puits et 
SOCS3; 0,5 ug/puits) avec l'agent de transfection TransiT-Ltl selon les recommandations du 
manufacturier. Vingt-quatre heures apres la transfection, les cellules sont rincees avec du 
PBS sterile et du milieu DMEM sans inositol additionne de myo-[3H]-inositol a 3 uCi/mL est 
ajoute au puits pour 24 heures supplementaires. Le milieu est remplace par du milieu sans 
inositol contenant de la BSA (0,1%) et du LiCl (20 mM) pour 10 minutes a 37°C. Le PAF 10" 
7
 M ou son vehicule est ensuite ajoute pour 15 minutes a 37°C. La reaction est arretee en 
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ajoutant de l'acide perchlorique 17,5% aux puits pour 20 minutes sur la glace. Les lysats sont 
transferes dans des microtubes de 1,5 mL et du trichlorotrifluoroethane/tri—octyl amine (1:1) 
est ajoute. Les microtubes sont vortexes jusqu'a ce que le melange soit jaune et sont ensuite 
centrifuges a 12000 g pour 5 minutes. La phase superieure est transferee sur une colonne de 
resine Dowex AG1-X8. Apres que les echantillons aient passes dans la resine, un rincage est 
effectue avec une solution d'ammonium formate (20 mM; Annexe). Les colonnes sont 
transferees dans des tubes a scintillation et 3 mL d'une solution d'ammonium formate (1,5 M; 
Annexe) sont ajoutes aux colonnes de meme que du liquide a scintillation pour compter la 
radioactivite dans un compteur p. 
3.2.4.2 Essai d'adhesion 
Cette technique est modifiee de l'originale (Burns et al., 1997). Brievement, les HUVEC 
sont ensemencees (lxlO5 /puits) dans une plaque a 24 puits traites a la gelatine (0,2%). Le 
milieu de culture des HUVEC est change au premier jour de post-confluence pour du milieu 
pauvre en FBS (0,5%) et sans ECGS pour 24 heures. Parallelement, les cellules MonoMacl 
sont changees de milieu (0,5x106 /mL) et pauvre en CBS (0,5%) egalement pour 24 heures. 
Du TNFa (10 U/mL), pour une duree de 4 heures, ou du PAF (107 M) pour une duree de 15 
minutes est ajoute aux puits de HUVEC concernes. Les cellules MonoMacl concernees sont 
stimulees avec du PAF (5x10" M) pour une heure. Le milieu des HUVEC est retire et les 
cellules MonoMacl sont ressuspendues dans du RPMI (lxlO6 /mL) et ajoutees (0,5xl06 
/puits) aux puits de HUVEC concernes. L'adhesion debute alors pour 10 minutes a 37°C. 
Apres ce temps, les puits sont completement remplis de milieu, fermes hermetiquement et 
inverses pour 10 minutes a 37°C. Le milieu et les cellules MonoMacl non adherees sont 
retirees et les cellules adherees sont fixees avec de la paraformaldehyde (2%) pour 10 
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minutes. A l'aide d'un microscope optique inverse, les cellules adherees sont comptees (4 
champs visuels pris au hasard / puits, chaque condition effectuee en triplicata). 
3.2.4.3 Essai de chimiotaxie 
-i 
Le PAF (10-' M) ou son vehicule dilue dans du milieu de culture est ajoute dans la 
chambre inferieure d'un appareil de Boyden modifie. Un filtre de polycarbonate avec des 
pores de 5um est place sur la chambre inferieure et la chambre superieure y est attachee. Les 
monocytes (lxlO6 cellules dans 200 uL de milieu avec BSA 0.1%) sont ajoutes dans la 
chambre superieure et tout le montage est place a 37°C pour deux heures. Apres 1'incubation, 
les chambres sont demontees et les cellules qui ont passe a travers le filtre sont gardees et 
decollees du filtre avec une solution de EDTA (5 mM). Elles sont denombrees en cytometric 
de flux. 
3.2.4.4 Essai de flux de calcium 
Les monocytes sont incubes dans du HBSS (5xl06 /mL) avec l'indicateur de calcium, 
fura-2-acetoxymethyl ester, pour 30 minutes a la temperature de la piece. Ces cellules sont 
rincees deux fois et placees dans du HBSS frais dans la cuvette de lecture sous agitation 
constante a 37°C dans le lecteur spectrofluorometrique. Le calcium extracellulaire est 
equilibre a 2 mM dix minutes avant la stimulation. Le PAF (10"7 M) ou son vehicule est 
ajoute et le flux calcique est mesure (excitation; 340 nm, emission: 510 nm). Le flux 
maximal est obtenu par l'ajout de Triton X-100 (0,5%) et le flux minimal est obtenu par 
l'ajout du chelateur de calcium EGTA (100 mM). 
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3.2.4.5 Essai luciferase 
Cette technique est decrite dans la litterature (Lukashova et al., 2001). Brievement, les 
cellules sont ensemencees dans des plaques a 12 puits (lxl04/puits). Apres 24 heures, elles 
sont transferees avec les ADN requis (PAFR; 0,15 u.g/puits, SOCS3; 0,15 u.g/puits, TYK2 
0,015 u.g/puits, promoteur du PAFR ou de IL-6 0,02 u.g/puits) avec l'agent de transfection 
TransIT-ltl selon les recommandations du manufacturier. Vingt-quatre heures apres la 
transfection, les cellules sont privees de serum (0,1%) pour 24 heures a 37°C. Le PAF 10"7 M 
ou son vehicule est ajoute pour 6 heures a 37°C. La stimulation est arretee en pla9ant la 
plaque sur la glace et en ajoutant 300 u,L de tampon de lyse pour luciferase (Annexe) pour 15 
minutes avec agitation. Le lysat est transfere dans des microtubes, centrifuge a 12000 g a 4°C 
pour 10 minutes et 250 uL de chaque surnageant est place dans un tube de lecture a compteur 
luciferase. L'echantillon est place dans le luminometre et 100 u.L de tampon d'essai 
luciferase (Annexe) ainsi que 100 uL de luciferine (Annexe) sont ajoutes. Les donnees 
recueillies sont en relative luciferase units (RLU) avec l'appareil Sirius Luminometer. 
3.2.5 ANALYSES STATISTIQUES 
Lorsqu'une analyse statistique est requise, une analyse de variance (ANOVA) suivi 
d'un test T de Tukey est effectuee pour les donnees pairees. Cette analyse est effectuee par le 
programme de statistique integre au programme GraphPad Prism v5.0 et les differences sont 
considerees significatives lorsque P <0.05 for n ^ 3 . 
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4.0 RESULTATS 
4.1 Platelet-activating factor-induced SOCS3: modulation of selected 
autologous and heterologous signalling pathways. 
Simon Rollin, Genevieve Hamel-Cote, Viktoria Lukashova, Maryse Thivierge, Sylvie 
Turcotte, Marek Rola-Pleszczynski and Jana Stankova 
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RESUME 
Le facteur d'activation plaquettaire (PAF) est un puissant mediateur pro-inflammatoire qui a 
suscite beaucoup d'interet dans les dernieres annees par son implication dans divers processus 
physiologiques et pathologiques. Nous avons demontre que le recepteur du PAF (PAFR), un 
recepteur couple aux proteines G (RCPG), peut activer de facon independante des proteines G 
la voie des Janus kinase (JAK) et des transducteurs et activateurs de transcription de signaux 
(STAT). Cette voie de signalisation regule positivement l'expression proteique des 
suppresseurs de la signalisation des cytokines (SOCS). Ces SOCS agissent comme 
inhibiteurs de retroaction negative sur la voie des JAK/STAT. Une stimulation au PAF induit 
une accumulation transitoire d'ARNm de SOCS3 dans des monocytes humain et des cellules 
MonoMacl et une expression proteique subsequente de SOCS3 est observee. Des etudes de 
co-expression de SOCS3 et du PAFR dans des cellules HEK293 n'ont pas montre de 
modulation d'accumulation des inositols phosphates (IPs) dependante des proteines Gaq. 
Cependant, nous montrons que l'expression de SOCS3 inhibe la transcription induite par le 
PAF des promoteurs de IL-6 et du PAFR. Nous montrons egalement que dans des monocytes 
pretraites au PAF, la phosphorylation des STAT1, 3 et 5 est reduite lors d'une stimulation 
subsequente a l'oncostatine (desensibilisation croisee), mais pas lors d'une stimulation 
subsequente au PAF. Finalement, un pretraitement de cellules MonoMacl reduit leur 
adhesion a des cellules endothelials de veines de cordons ombilicaux (HUVEC), en plus de 
reduire la chimiotaxie de monocytes vers le PAF et le leucotriene B4 (LTB4). Ces resultats 
suggerent que le PAF peut moduler ses actions pro-inflammatoires en induisant la 
transcription et la traduction de SOCS3, qui en retour, participe en une regulation negative de 
retroaction de facon autologue et heterologue. 
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Platelet-activating factor (PAF), a phospholipid mediator, has been the object of great interest 
over the last several years given its implication in many inflammatory/immune reactions. 
Recently, we showed that the PAF receptor (PAFR), a G-protein coupled receptor, activates 
the Jak/STAT pathway independently of G-protein activation. This pathway is known to up-
regulate the expression of suppressors of cytokine signaling (SOCS) proteins, which are 
Jak/STAT negative feedback inhibitors. In this report, we showed that PAF induced a rapid 
and transient accumulation of SOCS3 mRNA and protein in human monocytes and/or 
MonoMacl cells. Co-expression studies of SOCS3 and PAFR did not modulate the Gaq-
dependent inositol phosphate production in PAF-stimulated HEK293 cells. However, SOCS3 
expression inhibited PAF-induced IL-6 and PAFR promoter transcription. In addition, PAF 
pre-treatment of human monocytes reduced a subsequent Oncostatin M-induced STAT-1, -3 
and -5 phosphorylation. Finally, a PAF-pre-treatment of MonoMacl cells reduced their 
adhesion to PAF-stimulated human umbilical vein endothelial cells. PAF pretreatment of 
monocytes also reduced their chemotactic migration toward PAF and leukotriene B4. These 
findings suggest that PAF can modulate inflammatory processes by inducing the 
transcriptional activation of SOCS3, which in turn participates in both autologous and 
heterologous desensitization in a negative feedback loop. 
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INTRODUCTION 
Platelet activating-factor (PAF) (1) is a potent phospholipid mediator involved in a wide 
range of biological processes. PAF plays an important role in the physiology of reproduction, 
cardiovascular and central nervous systems, as well as in allergic disorders and inflammation 
(1-3). 
PAF exerts its effects through the binding to a specific G-protein coupled receptor (GPCR) (4, 
5), the PAFR. The type of G-proteins involved in PAF responses may differ according to the 
cell type. In macrophages and neutrophils, PAF-induced phosphoinositide turnover is 
sensitive to pertussis toxin (PTX), possibly involving the G-proteins G;a2 and Gja3 (6, 7). On 
the other hand, PTX-resistant G-protein subunits of the Gq family can mediate phospholipid 
hydrolysis in platelets (8) and in transfected cells such as COS-7 cells (9). PAF also activates 
multiple other effectors of the cell machinery; phospholypases (PL) Cy and CP in platelets, B-
cell lines and endothelial cells (5, 10, 11), and PLA2, PLD and mitogen-activated protein 
kinases (MAPK) in many different cells and tissues (5, 12). PAFR has also been shown to 
activate the Janus Kinase (JAK) / Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT) 
signal transduction pathway (13). 
The JAK / STAT pathway is one of the major pathways by which cytokine receptors 
transduce intracellular signals. To date, four mammalian JAKs have been identified (JAK1, 
2, 3 and Tyk-2) and seven STAT proteins have been characterized (STAT1-4, 5A, 5B and 6) 
(14). Marrero and colleagues provided the first evidence that the JAK/STAT pathway can be 
stimulated by a GPCR receptor (15). In the case of cytokine receptors, upon ligand binding 
and receptor dimerization, activated JAKs phosphorylate tyrosine residues of the receptor, 
creating recognition motifs for other proteins with Src homology 2 (SH2) or other 
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phophotyrosine-binding domains (16, 17). STAT family members are transcription factors 
with such SH2 domains and their association with the receptor promotes their 
phosphorylation and eventual homo- or heterodimerization (16, 17). We have shown that 
PAFR stimulation induces phosphorylation of JAK-2 and Tyk-2 (13). PAF-induced PAFR 
activation also leads to the phosphorylation of STATla, STAT2, STAT3 and STAT5, with 
no detectable STAT4 and STAT6 phosphorylation (13). Once dimerized, STAT proteins will 
translocate from the receptor to the nucleus, where they induce the transcription of many 
genes (16, 17) including the Suppressors of Cytokine Signalling (SOCS) (18). 
SOCS proteins have been shown to contribute to the negative regulation of cytokine 
signalling with respect to both magnitude and duration. Eight members have been identified 
in this family (SOCS 1-7, Cis-1) (18). The over-expression of SOCS has demonstrated that 
these proteins may be pleiotropic inhibitors of a large number of cytokines (19-21). SOCS1 
plays a key role in the negative regulation of INF-y and T-cell differentiation, SOCS2 is a 
critical regulator of postnatal growth, and SOCS3 is an important regulator of fetal liver 
haematopoiesis as well as of several cytokines such as IL-6, IL-10 and IL-12 (22). The 
biological role of the other members remains less well defined (19, 23, 24). Despite their 
structural similarity, SOCS proteins appear to have distinct mechanisms of action. SOCS1 
and SOCS3 bind JAKs through either their SH2 domain or kinase inhibitory region (KIR), 
which may function as a pseudosubstrate and binds the catalytic pocket of JAKs (25). 
Although, SOCS2 and Cis-1 do not bind to JAKs, they can bind to a receptor and inhibit the 
recruitment of STATs (26). 
In the present study, we provide evidence that PAFR modulates its own intracellular pathways 
via a negative feedback loop provided by SOCS3. We show that PAF rapidly induced the 
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transcription of SOCS3 mRNA and augmented SOCS3 protein expression in human 
monocytes, but failed to do so in human umbilical cord endothelial cells (HUVEC). In turn, 
SOCS3 downregulated PAFR and IL-6 promoter transcription without affecting the Gq 
dependent mechanism of IP production. We also demonstrate that PAF-induced SOCS3 
cross-desensitizes Oncostatin M-induced STAT activation as well as leukotriene B4 (LTB4)-
induced chemotaxis. Finally, the presence of SOCS3 hindered the capacity of monocytic 
cells to adhere to HUVEC, as well as their capacity to transmigrate along a PAF gradient. 
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Materials and Methods 
Cell culture 
All cells were grown in an incubator maintained at 37 °C under an atmosphere of 5% CO2-
95% moist air. Human monocytes were obtained from peripheral venous blood of healthy 
medication-free volunteers after informed consent in accordance with an Internal Review 
Board-approved protocol. As described previously, peripheral blood monocytes were 
enriched by dextran sedimentation, layered over a Ficoll-Hypaque cushion and centrifuged at 
400 x g for 20 minutes. Leukocytes were collected at the interface, washed twice with PBS 
and ressupended in RPMI 1640 (Life Technologies, Burlington, Canada) supplemented with 
5% Fetal bovine serum (FBS) (Flow, McLean, USA). These cells were layered onto serum-
coated dishes for 45 minutes at 37°C before rinsing the non-adhered lymphocytes from the 
adhered monocytes. This was effective in enriching the adherent population to >95% 
monocytes as assessed by non specific esterase staining. The cells were then "rested" 
overnight in polypropylene tubes (Becton Dickinson Labware; Lincoln Park, USA) before 
being used (27). 
COS-7 and HEK293 cells (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, USA) 
were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, high glucose; Invitrogen, 
Burlington, Canada) supplemented with 5% calf bovine serum (CBS) (Sigma-Aldrich, 
Oakville, Canada) and antibiotics (penicillin, 60 ug/ml and streptomycin, 100 ug/ml). 
Mono Mac 1 cells (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, 
Germany) were cultured in RPMI medium supplemented with 5% CBS and maintained 
between 0.25xl06 and 0.5xl06 cells/ml. 
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Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were routinely harvested in our laboratory 
by a modification of the original method (28), following informed consent in accordance with 
an Internal Review Board-approved protocol. Briefly, HUVEC were released from the lining 
of fresh umbilical cords by treatment (4 min) with a warm (37 °C) solution of collagenase 
type V (Invitrogen, Burlington, Canada) (850 U/ml) in Iscove medium. Subsequently, the 
cells were washed with an excess of Iscove medium containing 25% heat-inactivated (56 °C, 
30 min) CBS/FBS (1:1), plated onto 100-mm Petri dishes (Falcon) coated with 0.2% gelatin 
and cultured in Iscove medium supplemented with 25% serum, ECGS (37.5 fJ.g/ml) and 
antibiotics. Cells became usually confluent after 3 to 5 days. 
Adherent HUVEC were passaged by treatment with a PBS solution of trypsin (0.025% 
w/v)/EDTA (5x10"4 M) at 37 °C for 2min, where cells were plated onto new gelatin-coated 
Petri dishes and were used up to passage 3. 
mRNA studies 
Northern blot analysis was performed as previous described (29). Briefly, total cellular RNA 
was extracted using TriPure reagent according to the manufacturer's instructions (Roche 
Diagnostics Laval, Canada), 15 \ig of total RNA was separated by electrophoresis on 1% 
agarose, and the material was transferred onto a Hybond N+ membrane (Amersham Pharmacia 
Biotech, Baie d'Urfe, PQ, Canada) for Northern blot analysis. Human SOCS3 cDNA probe 
and human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) cDNA (1 kb Pst 1 insert; a 
generous gift from Dr. C. Asselin, Sherbrooke, Quebec, Canada), or 28S, or 18S were used as 
internal controls. The probes were labeled with Ready-To-Go DNA labeling beads 
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) using [a-32P] dCTP (specific activity, 3,000 
Ci/mmol; Amersham Pharmacia Biotech). Membranes were prehybridized for 4 h in a buffer 
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containing 120 mM Tris (pH 7.4), 600 mM NaCl, 8 mM EDTA (pH 8), 0.1% sodium 
pyrophosphate, 0.2% SDS, and 100 g/ml heparin; hybridization was performed overnight at 
68°C (SOCS3) in the same buffer, but in which the concentration of heparin was increased to 
625 ug/ml and 10% dextran sulfate added. The membranes were then washed once at room 
temperature for 15 min in 2x SSC (lx SSC: 0.15 M NaCl, 0.15 M sodium citrate [pH 7]) and 
once with O.lx SSC. The membranes were exposed to Hyperfilm MP (Amersham Pharmacia 
Biotech) with intensifying screens at -80°C. The membranes were then stripped of the 
SOCS3 probe by washing for 30 min with 0.02 x SSC, 0.2% SDS at 68°C and rehybridized 
with the GAPDH, S28 or SI8 probes. In order to assess stability of SOCS3 mRNA, cells 
were treated with Actinomycin D (10 ug/ml) 3 hours after stimulation with PAF (Cayman 
Chemicals, Ann Arbor, USA; ressuspended in ethanol) (100 nM) or control medium, in order 
to arrest transcription; the reaction was then stopped at various intervals and Northern 
analysis was performed as mentioned above. Semiquantitative RT-PCR was used to measure 
mRNA expression. Cells were starved for 24 h in before indicated stimulation, harvested, 
centrifuged, and resuspended in TriPure solution (Roche Diagnostics Canada, Laval, Canada) 
to perform mRNA extraction as described by the manufacturer. To avoid DNA contamination 
and mRNA degradation, mRNA extracts were treated for 15 min with dexoxyRNase (DNase 
1 from Amersham Biosciences) and RNase inhibitor (RNasin from Promega, Madison, USA) 
at 37°C. RT reactions were performed using 1 jig of mRNA and M-MLV reverse 
transcriptase kit (BioCan Scientific, Inc., Mississauga, Canada) and PCR was performed with 
a Taq polymerase kit (New England BioLabs, Ltd., Pickering, Canada). For all experiments, 
GAPDH mRNA was used as an internal housekeeping gene control. The PCR primers used 
were: SOCS3 5-CCCCCAGAAGAGCCTATTAC-3; SOCS3 reverse, 5-
tCGTACTGGTCCAGGAACTC-3;; GAPDH forward, 5-
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GATGACATCAAGAAGGTGGTGAA-3; GAPDH reverse, 3-
GTCTTACTCCTTGGAGGCCATGT-5. 
cDNA constructs 
To construct human FLAG-SOCS3, the PCR product generated with the oligonucleotides 
(forward) 5'-GACGTGTACATGGTCACCCACAGCAAGTTTCCC-3' and (reverse) 5'-
GTCGTCCTCGAGTT-AAAGCGGGGCATCGTACTG-3' using lul of human whole blood 
was subcloned into FLAG-tagged pGEM vector using BsrGI and Xhol restriction enzymes. 
FLAG-SOCS3 was further subcloned into pcDNA3 vector using EcoRI and Xhol restriction 
enzymes. Integrity was confirmed by sequencing (Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, 
Canada). Other constructs used were described elsewhere (PAFR, TYK2, p0.16: (13)) (pIL-
6: (30)). 
When using the nucleofection technique, the cells were resuspended (4 x 106 cells/100 ul) in 
prewarmed Human Monocytes Cell Nucleofector Solution (Amaxa Biosystems, Koln, 
Germany) containing 1 |JM of the siRNA of interest. Cells were incubated for 5 min at room 
temperature, transferred into a 2 mm-gap electroporation cuvette, and transfected in a 
Nucleofector instrument (Amaxa Biosystems) using the preconfigured Y-01 settings. 
Nucleofected cells were then cultured in complete RPMI medium 
In vitro nuclear transcription 
Monocytes were incubated in serum free RPMI 2 h before being stimulated for 15 min with 
PAF (lOOnM). Cells were then harvested and pelleted at 8000 rpm for 30 sec. To isolate the 
nuclei, the cell pellet was resuspended in 0.5ml lysis buffer (lOmM Tris-HCl (pH 7.4), lOmM 
KC1, 5mM MgCb, 0.5% Nonidet P-40 (v/v)), incubated for 10 min on ice and centrifuged at 
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8000 rpm for 30 sec at 4°C. Nuclei were then mixed with 125ul reaction buffer containing 
lOOmM Tris-HCl (pH 7.9), 300mM (NH4)2S04, 4mM MgCl2, 200mM NaCl, 0.4mM EDTA, 
ImM DTT, 40 % glycerol, 2mM each of ATP, CTP, and GTP, 0.04mM cold UTP, lul Rnase 
inhibitor (40U/ml Rnasin; Promega) and 250uCi [a-32P]UTP (3000 uCi/mmol; Amersham 
Biosciences, Baie D'Urfe, Canada) and incubated at 30°C for 30 min. The 32P-labeled RNA 
transcripts were isolated using TriPure Reagent (Roche Diagnostics, Laval, Canada). The 
RNA pellet was resuspended in 500ul hybridization solution ULTRAhyb® (Ambion, Austin, 
USA). RNA was then denatured at 90°C for 5 min and hybridized for 24 h at 68°C to 
denatured DNA immobilized on positively charged nylon membranes Hybond N+ 
(Amersham Biosciences). Membranes were washed at room temperature and exposed to 
Hyperfilm with intensifying screens at -80°C for 72 h. For immobilization of DNA to 
membranes, 5(xg cDNA was denatured with 0.3M NaOH at room temperature for 30 min, 
neutralized with ammonium acetate (final concentration of 1.5M), and spotted onto the 
membrane using a slot blot apparatus (BioRad, Hercules, USA). 
Inositol Phosphate production 
Inositol phosphate production was quantified as described previously (9). Briefly, COS-7 
cells were plated in 6-well dishes (Becton Dickinson, Franklin Lake, USA) and transiently 
transfected with human pcDNA-PAFR-myc, human pcDNA-FLAG-SOCS3 (0.25 u.g of total 
DNA/well) using 2 u.l/well of FuGENE6 transfection reagent (Roche, Laval, Canada). For 
each experiment, the total cDNA quantity transfected was adjusted with the expression vector 
pcDNA3. COS-7 cells were rinsed with sterile phosphate buffered saline (PBS) 24 h after 
transfection and labelled for 18-24 h with myo-[ H]-inositol (Amersham Corp., Baie d'Urfe, 
Canada) at 3|iCi/ml in DMEM without inositol (Life Technologies Inc., Burlington, Canada). 
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After labelling, cells were rinsed once with warm PBS (37°C) and incubated in DMEM 
containing 0.1% bovine serum albumin (BSA) and 20mM LiCl for 10 min. Cells were then 
stimulated for 15 minutes with PAF (10"7M) or vehicle. The reactions were stopped by the 
addition of perchloric acid on ice. Inositol phosphates were extracted and separated on 
Dowex AG1-X8 (BioRad, Mississauga, Canada) columns. Total labelled inositol phosphates 
were then counted by liquid scintillation with an LKB-Wallac P-counter. 
Luciferase assay 
Luciferase assay was performed as described previously (13). Briefly, COS-7 cells were 
seeded in 24-well plates (lxlO5 cells/well) and transfected with pcDNA-PAFR-myc 
(O.lug/well), pcDNA-FLAG-SOCS3 (0.05ug/well), pJ3M-TYK2 (O.Olug/well), PAFR 
promoter construct p0.16Luc or IL-6 promoter construct pIL-6 (0.lug/well) cDNAs and for 
each experiment, transfected cDNA quantities were adjusted with the expression vector 
pcDNA3. 24 hours after transfection, cells were starved for 12 h in serum free medium and 
then stimulated with 10"7M PAF or vehicle for 6 h at 37°C. The reaction was stopped by 
addition of cold lysis buffer for 30 min on ice. Collected lysates were centrifuged at 13000 
rpm and supernatants were assayed for luciferase activity. 
FACS analysis 
Whole blood from healthy donors was stimulated with PAF (10"7M) or vehicle (ethanol) for 
indicated times, the reaction was stopped by adding 1% paraformaldehyde (PFA) in water for 
20 seconds, in order to lyse erythrocytes, and return to isotonic conditions was achieved by 
adding sterile 1.8% NaCl solution. Blood was centrifuged at 1400 rpm for 5 minutes and 
supernatant was removed. 500uL of 2% PFA was added to each sample for 15 minutes at 
room temp. Non-specific sites were saturated with human IgG and subsequent SOCS3 
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labelling using anti-S0CS3 Ab (0.3|j.g/mL, Santa Cruz, La Jolla, USA) was performed for 1 
h. After a PBS rinse, FITC-coupled goat anti-rabbit antibodies (Jackson ImmunoResearch 
Laboratories Ltd., Montreal, Canada) were added for 45 minutes. Cells were rinsed and re-
suspended in PBS for subsequent FACscan analysis with a gate on monocytes. 
Western blot analysis 
Cells were stimulated with PAF (5xlO"8M) or OSM (20 ng/ml) for indicated times and the 
reaction was stopped by adding ice cold lysis buffer containing inhibitors (100 mM Tris [pH 
7.5], 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl, 30 mM MgCl2, 1 mM NaF, 1 mM Na3V04, 
1% TRITON X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 1 ng/ml leupeptin, 2 ug/ml aprotinin, and 10 
ug/ml soybean trypsin inhibitor, 10 ng/ml AEBSF, 1 nM Calyculin A, 1 mM NasVCu, 15 nM 
Okadaic acid) for 30 min on ice. After centrifugation, supernatant proteins were separated on 
10% SDS-PAGE and subsequently transferred to a nitrocellulose membrane (BioRad 
Laboratory Inc., Hercules, USA). Membranes were blocked with 10% blotto in tris-buffered 
saline (TBS) and anti-human rabbit polyclonal SOCS3 antibody (Immuno-Biological 
Laboratories Co. LTD., Japan) was added for 4h at room temperature. For phospho-STAT 
analysis, membranes were blocked with 5% blotto in tris-buffered saline-Tween (TBST; 
pH7.6), subsequently rinsed with TBST and anti-human rabbit polyclonal phospho-STAT 
antibodies (New England Biolabs Ltd, Ontario, Canada) were added in TBST/BSA 5% 
overnight at 4°C. Finally, HRP-coupled secondary antibody (Amersham Biosciences) was 
added for 45 minutes, protein expression was revealed by ECL chemiluminescence detection 
(Amersham Bioscience, Baie d'Urfe, Canada) and signal intensity was quantified by 




Adhesion assay was performed with a method adapted from Burns et al (31). Briefly, 
HUVEC were cultured on gelatin-coated 24-well plates and starved (0.5% FBS) 24h prior to 
the experiment. HUVEC and MonoMacl cells were then incubated in medium containing 
0.15% BSA without serum for lh prior to experiment. When specified, TNF-a was added 
(lOnM) to HUVEC 4 hours before the adhesion assay, and PAF was added (5xl0"8M) 1 hour 
before the assay. PAF stimulation of MonoMacl cells was carried out in RPMI/BSA (lxlO6 
cells/ml) for 60min at 37°C. The HUVECs were rinsed from their respective treatment with 
warm PBS, and 0.5xl06 MonoMacl cells were added to each well (lxl06/mL). After 10 
minutes of adhesion at 37°C, the wells were filled with medium and turned upside-down to 
allow non-adhesive cells to fall off the HUVEC (10 min at 37°C). Non adherent cells were 
removed, HUVECs were rinsed once with PBS, and then fixed with PFA (2% for 10 min). 
Adhered MonoMacl cells were counted using and inverted optic microscope. 4 high-
powered visual fields were counted per well, each condition done in triplicate. 
Chemotaxis 
Chemotaxis was performed using the modified Boyden chambers chemotaxis assay with 
monocytes and MonoMacl cells, as previously described (32). A volume of 200uL of cells 
(0.5x106) in RPMI supplemented with 0.1% BSA was added to the upper chamber. The 
lower chamber contained graded concentration of PAF, LTB4 or their vehicles, diluted in 
RPMI with 0.1% BSA. The two chambers were separated by a 5u,m pore size polycarbonate 
filter (Osmonics, Westborough, USA). After incubation for 2 hours at 37°C, the chambers 
were disassembled and the upper side of the filter was scrapped free of cells. Cells on the 
lower side were removed with 5mM EDTA and centrifuged before counting . 
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Calcium flux 
5xl06 monocytes were loaded in HBSS (Life technologies, USA) containing NaHCCh and 
HEPES (pH; 7.0) with the calcium indicator fura-2-acetoxymethyl ester (Molecular Probes, 
Eugene, USA) for 30 minutes at room temperature. Cells were then washed twice, suspended 
in fresh loading buffer and added to a constantly stirred cuvette at 37°C in a SLM/Aminco 
spectrofluorometer (SLM Instruments, Urbana, USA). The extracellular Ca2+ was brought to 
2mM by addition of a CaCb solution into the cuvette 10 min before recordings. Maximal cell 
fluorescence was obtained by adding Triton X-100 to a final concentration of 0.5%. Minimal 
fluorescence was determined by subsequent addition of the chelator EGTA in Tris-HCl buffer 
(lOOmM, pH; 9.0) at 125mM. As indicated, cells were pre-treated with vehicle or 10"7M PAF 
for 30 minutes, then rinsed prior to re-stimulation withlO"7M PAF or vehicle. 
Statistical analyses 
Statistical significance was assessed using the ANOVA followed by a Tukey's t test for paired 
data (two-tailed) using GraphPad Prism 5 built-in statistical software (GraphPad Software, 
San Diego, CA). Differences were considered significant at P^0.05 for n^3. 
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RESULTS 
In the present study, we investigated the induction of SOCS3 proteins in response to PAF. 
We initially treated human monocytes (or MonoMacl cells; data not shown) with vehicle 
(ethanol) or PAF (10~7 M) for different time periods. In Figure 1A, the upper panel shows a 
representative experiment and the lower panel shows the mean densitometric values of several 
independent experiments. PAF induced a rapid (peak at 15min) and a robust increase of 
SOCS3 mRNA expression. Within 2 hours, the SOCS3 mRNA expression returned to control 
values (Figure 1A). Figure IB shows SOCS3 mRNA expression in monocytes stimulated 
with increasing concentrations of PAF. Maximal SOCS3 mRNA expression was induced 
with 100 nM PAF and then reached a plateau. In order to ascertain whether SOCS3 mRNA 
was induced in all cell types, we stimulated HUVECs as these cells can also respond robustly 
to PAF (33, 34). In Figure 1C, HUVEC were treated with either PAF or Oncostatin M for 
graded time periods. Our results demonstrate that when HUVECs were stimulated with PAF, 
SOCS3 mRNA was not induced over a period of two hours, while Oncostatin M (OSM; 
20ng/mL) markedly increased SOCS3 mRNA expression (10-fold at 60 min) in these cells. 
Altogether, our results indicate that PAF stimulates a rapid and concentration-dependent 
upregulation of SOCS3 mRNA expression in monocytes/monocytic cells, but not in 
endothelial cells, suggesting that this induction may be cell-specific. 
We then investigated whether the increased SOCS3 mRNA expression described above was 
due to transcriptional, post-transcriptional events, or both. To examine SOCS3 mRNA half-
life, monocytes were stimulated with vehicle or PAF (10~7M) for 15 minutes prior to the 
addition of Actinomicin-D (lOmg/ml), an inhibitor of DNA transcription, and the cultures 
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were then stopped at indicated time points. Figure 2A shows that SOCS3 mRNA stability 
was the same in PAF-stimulated as in vehicle-stimulated cells with an estimated half-life of 
around 8 min. The pre-treatment of monocytes with Actinomicin-D completely blocked 
PAF-stimulated SOCS3 mRNA accumulation (Fig. 2B), demonstrating that transcriptional 
events are involved. Finally, to clearly determine whether PAF stimulates SOCS3 
transcription, an in vitro nuclear transcription experiment was performed. Figure 2C shows 
that in monocytes, SOCS3 transcription was upregulated after PAF stimulation, as was c-fos 
(data not shown). Taken together, these results suggest that PAF induces SOCS3 mRNA 
accumulation through the transcriptional activation of the SOCS3 gene, whereas SOCS3 
mRNA stability is unaffected by PAF treatment. 
The fact that SOCS3 mRNA expression was increased by PAF stimulation prompted us to 
investigate whether SOCS3 protein was also upregulated by PAF. In the first series of 
experiments, whole blood was stimulated with vehicle or PAF, and leukocytes were fixed, 
permeabilized, and stained with anti-SOCS3 antibody. Figure 3A shows a representative 
experiment of flow cytometry analysis, gated on monocytes. Whereas fresh monocytes 
expressed a low level of SOCS3 (left panel; black histogram), an incubation of the cells in 
medium for 30 minutes led to a slight increase in the level of SOCS3 expression (right panel; 
dark line). However, treatment with PAF induced considerably higher SOCS3 expression 
(right panel; black histogram). Kinetic experiments with flow cytometry (Fig. 3B) showed a 
rapid and transient increase of SOCS3 protein expression with a maximal expression after 30 
minutes, thereafter decreasing toward basal levels. In a second series of experiments, 
Western blot analysis of monocytes confirmed the increase in SOCS3 protein expression after 
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PAF or OSM (positive control) stimulation. Our results indicate that in monocytes, 
stimulation by PAF induces a rapid and transient expression of SOCS3 protein. 
Subsequently, we investigated whether SOCS3 could modulate PAF-induced signal 
transduction. Given that inositol phosphate (IP) production is an early indicator of Gq protein 
activation, the role of SOCS3 in this signalling pathway was investigated. COS-7 cells were 
co-transfected with PAFR and SOCS3, then stimulated with PAF (107 M) or vehicle and total 
IP production was quantified. As shown in Figure 4, overexpression of SOCS3 had no effect 
on IP accumulation in response to PAF. This result suggests that the expression of SOCS3 
does not interfere with this Gq/n -dependent pathway of PAFR signalling. 
As shown previously (13), PAF-dependent PAFR promoter transcription is independent of G-
protein activation, but dependent on TYK2 activation. Since SOCS3 is a negative modulator 
of the JAK/STAT pathway, we investigated whether SOCS3 could affect PAF-dependent 
PAFR promoter activation. COS-7 cells were co-transfected with PAFR, TYK2 and a PAFR-
promoter reporter construct upstream of the luciferase gene (p0.16Luc), along with SOCS3 or 
an empty vector. 48 hours later, cells were stimulated with PAF (10"7M) or vehicle for 6 
hours and luciferase activity was assessed. Results are presented as fold increase of luciferase 
activity over vehicle and demonstrate that PAF-stimulated transcription of the PAFR 
promoter was completely inhibited by the co-expression of SOCS3 (Fig. 5A). 
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As PAF has also been shown to induce pro-inflammatory cytokines such as IL-6 (35, 36), we 
sought to determine whether SOCS3 could also modulate PAF-induced IL6 promoter 
transcription. COS-7 cells were co-transfected with PAFR, TYK2, SOCS3 and the IL-6-
promoter luciferase construct (pIL6) 48 hours prior to stimulation with PAF or its vehicle. 
PAF induced an increase in pIL-6 transcription and the presence of SOCS3 significantly 
reduced the PAF-induced transcription (Fig. 5B). These results indicate that SOCS3 protein 
can act as a negative modulator of PAF-induced signalling pathways leading to the 
transactivation of the PAFR and IL-6 promoters. 
Next, we assessed the potential role of SOCS3 in PAF-induced myeloid cell adhesion to 
HUVECs as well as the impact of increased expression of SOCS3 on chemotactic responses 
to PAF and LTB4. In the adhesion assay, HUVECs were treated, as indicated, for 4h with 
medium (ns) or TNFa (20ng/mL), or for 15 min with PAF (5xl0"8M), prior to the adhesion 
assay and MonoMacl cells were incubated in parallel with medium (ns) or pre-stimulated for 
60 minutes with PAF (5xl0"8M), in order to induce SOCS3 expression. MonoMacl cells and 
HUVEC were rinsed after their respective pre-treatment and 0.5x106 MonoMacl cells were 
allowed to adhere for 10 min to the HUVECs at 37°C. Treatment of HUVEC with PAF 
greatly increased adhesion of untreated MonoMacl cells (3-fold), which is comparable to the 
positive control (TNF-oc; 3.2-fold) (Fig. 6A). However, when PAF-pre-treated MonoMacl 
cells were allowed to adhere to PAF-treated HUVEC, the number of adhered cells was 
reduced by 77%. In order to assess the involvement of SOCS3 in the observed decreased 
adhesion, MonoMacl cells were nucleofected with SOCS3 siRNA. SOCS3 siRNA partially 
abrogated the decreased adhesion of PAF-pre-treated MonoMacl cells, whereas the 
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scrambled siRNA did not modify the observed reduced adhesion. Our results suggest that 
PAF-induced SOCS3 may play a role in the regulation of adhesion of myeloid cells to 
endothelial cells. 
In another series of experiments we examined the possible involvement of SOCS3 in 
monocyte chemotaxis towards PAF and LTB4 (Fig. 6B). Our results show that pre-treatment 
of monocytes with PAF (in order to induce SOCS3 expression) reduced their migration index. 
Interestingly, PAF pre-treatment also reduced LTB4-driven chemotaxis. 
In order to confirm that SOCS3 had a role in modulating chemotactic activity, we used 
MonoMacl cells nucleofected with SOCS3 siRNA. Figure 6C shows that PAF-pre-treated 
MonoMacl cells showed a strong reduction of chemotaxis compared to control values. 
SOCS3 siRNA significantly reversed the decrease induced by PAF pre-treatment, strongly 
suggesting that SOCS3 was involved in the modulation of the chemotactic process induced by 
at least two lipid chemoattractants. 
Given that pre-exposure to PAF will desensitize the PAFR, which would also result in 
decreased chemotaxis and adhesion, at least in response to the autologous ligand, we 
measured the Ca2+ flux responses of monocytes pre-stimulated with PAF (10"7M) for the same 
time period. To this end, Fura-2-loaded monocytes were pre-treated with vehicle or PAF (10" 
7M) for 30 minutes and calcium flux was measured after stimulation with PAF (10"7M). In 
figure 6D, PAF induced a calcium flux of similar amplitude in monocytes pretreated with 
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either vehicle (left panel) and PAF (right panel). These observations indicate that PAFR 
receptors had time to re-sensitize within 30 minutes and that the observed decrease in 
adhesion and chemotactic activity were probably not due to PAFR desensitization. 
Finally, to confirm the efficiency of the SOCS3 siRNAs, nucleofecting MonoMacl with 
SOCS3 siRNA significantly reduced SOCS3 mRNA expression, compared to untransfected 
cells or those transfected with control siRNA (Figure 6E). SOCS3 protein expression was 
also decreased in HEK293 cells expressing different concentrations of SOCS3 in the presence 
of SOCS3 siRNA, but not the negative control siRNA . Our findings show that SOCS3 
siRNA inhibited SOCS3 protein expression (65% and 79%) as assessed by Western blot. 
Altogether, these results support our hypothesis that PAF-induced SOCS3 is involved in the 
downregulation of monocyte adhesion and chemotaxis induced by PAF. 
In order to begin studying the pathways which are affected by SOCS3 in PAF-stimulated 
leukocytes, we started with STAT phosphorylation, given that SOCS3 is a pleiotropic 
negative feedback inhibitor of the JAK/STAT pathway. We determined whether PAF-induced 
SOCS3 could modulate selective components of this pathway. MonoMacl cells were pre-
treated for indicated times with PAF (5xl0"8M) to induce the SOCS3 protein, then stimulated 
with a second stimulus (PAF or OSM) and the state of STAT phosphorylation was 
determined. As illustrated in figure 7A, SOCS3 induced by PAF failed to decrease STAT 
phosphorylation when PAF was used as the 2nd stimulus, whereas OSM-induced STAT1, 3 
and 5 tyrosine phosphorylation was markedly reduced after a PAF pre-treatment when OSM 
was used as the 2nd stimulus (Fig. 7B). . Our results may indicate a possible role of SOCS3 in 
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the heterologous decrease of some cytokine signalling pathways, whereas there is no effect on 
these pathways stimulated by the autologous receptor. 
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DISCUSSION 
The magnitude and duration of an inflammatory response is determined by the integration of 
stimulatory and regulatory signals by leukocytes present at the site of inflammation. In this 
report, we show that PAF, a pro-inflammatory lipid, induces SOCS3, a negative regulator of 
selected signal transduction pathways. 
PAF induces the expression of SOCS3 in human monocytes and monocytic cells but not in 
human endothelial cells. SOCS3, in turn, plays a role in decreasing PAF-induced adhesion to 
endothelial cells and in decreasing PAF-induced chemotactic activity of monocytic cells. The 
induction of SOCS3 mRNA by PAF in monocytes is concentration-dependent and rapid, as it 
can already be seen at 5 minutes and peaks 15-30 minutes after stimulation. 
Several cytokines, such as leukemia inhibitory factor (LIF), growth hormone (GH) and IL-6 
elicit similar SOCS3 mRNA expression kinetics (37, 38), whereas other stimuli, such as IL-
10, PGE2 and some chemokines induce SOCS3 mRNA expression after longer stimulations 
(21,39,40). 
We have also shown, for the first time, by the nuclear transcription assay, that PAF induces 
SOCS3 in human peripheral blood monocytes through a transcriptional mechanism. 
Transcriptional activation of SOCS3 by multiple stimuli has been shown by reporter gene 
assays (41). Depending on the stimulus, SOCS3 expression was dependent on STAT3, 
STAT1, STAT5, ERot, Spl or Sp3 transcription factors (41-44). We have shown that STAT3 
and STAT5 are activated following PAF stimulation of monocytes and Spl is activated in 
other cell types (13, 45). At this point, however, it is unclear which transcription factor(s) is 
(are) responsible for PAF-induced SOCS3 transcription in monocytes. 
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PAF did not augment SOCS3 mRNA stability in monocytes, the half-life remaining at 
approximately 8 minutes. This is similar to what was found in IL-10-stimulated peripheral 
blood leukocytes (12 minutes). However, some stimuli, namely PGE2 and TNFa were found 
to increase SOCS3 mRNA stablity (46, 47). The majority of stimuli were reported to 
modulate SOCS3 transcription, rather than modulating mRNA stability. 
The increase in SOCS3 mRNA expression in cells stimulated by PAF was followed by a rapid 
and transient SOCS3 protein appearance with a peak within 30-60 minutes, similarly to what 
was found in angiotensin-stimulated cells (48). A slightly longer persistence was found in the 
western blot of SOCS3 expression pattern which compares with IFNy stimulation where 
SOCS3 protein was still highly expressed after 6 hours (49). In many cell types, SOCS3 
protein expression is transient, due to its rapid proteasomal degradation (50), but SOCS3 
protein half-life may be cell-dependent, since in endothelial cells both cAMP- and oncostatin-
induced SOCS3 persisted for more than 24 hours (51, 52). 
One of the more interesting findings of our study was the fact that PAF induced SOCS3 in a 
cell-specific manner, as PAF induced SOCS3 in monocytic cells but not in HUVECs. 
HUVECs do express PAFR and PAF can stimulate the Jak/STAT pathway in these cells (53). 
These data would therefore indicate that activation of STATs is not sufficient for SOCS3 
induction, at least in these cells. PAF has been shown to induce some signalling pathways in a 
cell-specific manner (54, 55) and the induction of SOCS3 has also been shown to be 
responsive to different stimulatory pathways, depending on the cell type investigated. For 
example, cAMP induces SOCS3 in a STAT3-dependent manner in FRTL-5 cells, whereas in 
HUVECs, the ability of cAMP to induce SOCS3 is independent of STAT activation (51, 56). 
Tissue-specific induction of SOCS 3 was also seen in response to prolactin in the ovary and 
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the adrenal gland but not in the mammary gland (57). Therefore, cell-type specific 
differences may determine the pattern of SOCS induction. 
We investigated the consequences of SOCS3 induction by PAF on PAF-stimulated PAFR and 
IL-6 transcriptional activation. We had previously shown that the activation by PAF of the 
promoter fragment of PAFR used in our experiments was dependent on the Jak/STAT 
pathway (13), which would indicate that this may be the pathway targeted by SOCS3. Many 
laboratories, including ours, have shown the stimulation of IL-6 production by PAF (35, 36, 
58, 59), but the pathways via which IL-6 promoter would be activated have not been studied 
in detail. However, PAF does induce NF-KB and AP-1 in epithelial cells, EC and 
mononuclear cells (60-62). Both sites have been shown to be important in IL-6 
transcriptional activation (63-65). 
PAF is an essential mediator of leukocyte adhesion to endothelial cells (66) and plays an 
important role in the migration of many cell types (67-69). It is also evident that SOCS3 is 
involved in the control of cell migration in vivo, since mice deficient in SOCS3 in their 
granulocytic lineage develop inflammatory neutrophil infiltration into multiple tissues (70). 
Our results suggest that SOCS3 does negatively regulate PAFR signaling in both adhesion 
and chemotaxis. 
At this point, it is not known where in the PAF-induced signalling cascade SOCS3 may be 
active. It has been shown that the JAK/STAT pathway plays an essential role in the migration 
of a variety of cell types, including monocytes/macrophages, in response to several ligands 
(71-74). This pathway could be the target of SOCS3, which is induced in monocytic cells by 
PAF stimulation. PAF also activates both Pyk2 and FAK (75, 76), two kinases which are 
important in the adhesion and migration process (77, 78). Both of these kinases are also the 
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targets of SOCS3 regulation (78, 79) and thus could be negatively regulated by PAF-induced 
SOCS3. 
Our results indicate that decreased chemotaxis after PAF pre-stimulation is not due to 
receptor desensitization since unstimulated and pre-stimulated cells responded to PAF with a 
similar calcium flux within the time frame of our study. In addition, PAF pre-stimulation also 
decreases LTB4-induced chemotaxis. It is not known, however, whether PAF cross-
desensitizes BLT receptors, but more commonly PAF and LTB4 act in a synergistic or 
cooperative manner (80). The fact that siRNA targeting SOCS3 can reverse the effect of PAF 
pre-incubation on leukocyte adhesion and migration strongly suggests that SOCS3 is involved 
in the negative regulation of PAF-stimulated inflammatory reactions. 
In conclusion, we have shown that PAF stimulates the transcriptional activation of SOCS3 in 
a cell-type specific manner. SOCS3 in turn negatively regulates the transcriptional activation 
of cytokines such as IL-6 by PAF. In addition, SOCS3 plays a regulatory role in PAF-
induced leukocyte adhesion and transendothelial migration. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1: PAF stimulates S0CS3 mRNA expression in human monocytes. A) Kinetics: 
Monocytes (5xl06per lane) were stimulated for indicated times with PAF (107M; •) 
or its vehicle (•), total mRNA was extracted and Northern analysis of SOCS3 and 
GAPDH was assessed. Lower panel represents the mean densitometric analysis of all 
experiments. B) Concentration respose: Monocytes (5x106 per lane) were stimulated 
with indicated PAF concentration for 15 minutes, total mRNA was extracted and 
Northern blot analysis of SOCS3 and GAPDH was assessed. Lower panel represents 
the densitometric analysis of all experiments. C) HUVEC were stimulated as 
indicated, total mRNA was extracted and Northern blot analysis of SOCS3 was 
assessed (18S = loading control). Lower panel represents mean densitometric analysis 
of all experiments. N= 3 to 5 independent experiments. 
Figure 2: PAF stimulates SOCS3 gene transcription without affecting SOCS3 mRNA 
stability. A) Monocytes were stimulated with PAF (10"7M; •) or its vehicle (•) for 15 
min, Actinomycin D was added, the stimulations were stoped at indicated times and 
total mRNA was extracted. Densitometric ratios of Northern blots illustrate SOCS3 
mRNA stability of vehicle compared to PAF stimulation. B) Transcriptional 
activation of SOCS3: Monocytes were treated with medium or Actinomycin-D (Act-
D; 10 mg/mL) prior to stimulation for 15 minutes. Total mRNA was extracted and 
Northern analysis of SOCS3 and GAPDH was assessed. C) Nuclear transcription: 
cells were stimulated with vehicle or PAF for 15 min, nuclei were isolated, nuclear 
RNA was isolated and hybridized to a membrane with immobilized DNA of sp72 
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(control vector), SOCS3 and GAPDH. All figures are representative of at least 3 
independent experiments. 
Figure 3: PAF induces a SOCS3 protein expression in human monocytes. A) Whole blood 
was stimulated with PAF (107 M) or its vehicle for 30 minutes, rinsed, labeled for 
SOCS3 with specific antibody, fixed with paraformaldehyde and SOCS3 protein 
expression was assessed by FACS, with a gate on monocytes. Fresh cells are shown 
on the left panel (Thin line: isotype antibody; Black histogram: SOCS3 antibody). 
Stimulated cells are shown on the right panel (Thin line is isotype antibody; vehicle 
stimulated cells: dark line; PAF stimulated cells: black histogram). B) Cells were 
stimulated with vehicle or PAF for indicated times and protein expression was 
assessed as in A) and plotted on the graph showing SOCS3 expression (PAF-
stimulated over vehicle: Fold increase) n=4. C) Isolated monocytes were stimulated 
with vehicle, PAF (10"7M) or OSM (20 ng/mL) for indicated times. Western blotting 
for SOCS3 and vinculin (loading control) was carried out using specific antibodies. A 
representative experiment is illustrated of 3 independent experiments performed. 
Figure 4: SOCS3 does not modulate the PAF-induced inositol phosphate (IPs) production. 
COS-7 cells were transfected with indicated cDNAs, stimulated with PAF (10~7M) or 
its vehicle for 15 minutes and total 3H-labeled-IPs production was determined. Figure 
represents the mean of 4 independent experiments. 
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Figure 5: S0CS3 reduces PAF-induced PAFR and IL-6 promoter transcription. A) COS-7 
cells were transfected with PAFR, TYK2 and the PAFR promoter coupled to 
luciferase gene (p0.16) in the presence or absence of SOCS3 cDNA. 48 hours after 
transfection, the cells were stimulated with PAF (107 M) or its vehicle for 6 hours, 
luciferase activity was assessed and results are expressed as the mean ± s.e. fold 
increase of 5 independent experiments. *** = p < 0.001. B) HEK293 cells were 
transfected with PAFR and the IL-6 promoter coupled to luciferase gene (pIL-6) in the 
presence or absence of SOCS3 cDNA. 48 hours after transfection, the cells were 
stimulated with PAF (10~7 M) or its vehicle for 6 hours, luciferase activity was 
assessed and results are the mean ± s.e. fold increase of 5 independent experiments. 
***=p< 0.001. 
Figure 6: PAF-induced SOCS3 modulate adhesion and chemotaxis. A) HUVEC (24-well 
plates) were stimulated as indicated (TNFa 10 ng/mL for 4h; PAF 10"7 M for 15 
minutes). Where indicated, MonoMacl cells were nucleofected with indicated siRNA 
(50 nM; 8 hours prior to assay) and were then stimulated with PAF (10"7 M for 30 
minutes). All cells were rinsed from their respective treatment. MonoMacl cells (106 / 
mL) were then resuspended in RPMI and added (0.5x106 cells/well) to HUVECs for 
10 minutes of adhesion. After removing of the non-adherent MonoMacl cells, 
adhered cells were fixed with PFA and counted by inverted optic microscopy. 4 high-
powered visual fields were counted per well, each condition done in triplicate. 
Represented is the mean ± s.e. of 4 independent experiments. *** = p < 0.001 to PAF 
treated HUVEC; ## = p < 0.01 to cells with siRNA SOCS3. B) Monocytes were pre-
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treated with PAF (10"7 M) or its vehicle for 30 minutes, then 0.5xl06 monocytes were 
placed in the upper chamber of the Boyden chamber and vehicle, PAF (107 M) or 
LTB4 (10"7 M) was added to the lower chamber. Upper and lower chambers were 
separated by a 5 urn polycarbonate filter. After 2 hours of incubation, both chambers 
were dismantled and migrated monocytes were counted by flow cytometry. Figure 
represents the migration index of 5 independent experiments. * = p < 0.05 to 
respective control. C) MonoMacl cells were treated and assessed for migration as in 
B). Where indicated negative control siRNA (50 nM) or the SOCS3 siRNA (50 nM) 
were nucleofected as indicated above. ** = p < 0.01 to respective controls. D) 
Monocytes were loaded in HBSS with fura-2-acetoxymethyl ester for 30 minutes and 
cells were rinsed. Cells were pre-treated with vehicle (left panel) or PAF (107 M; 
right panel) for 30 minutes and rinsed. PAF (10"7 M) was added to the cells and 
calcium flux was assessed. A representative experiment is illustrated out of 3 
performed. E) MonoMacl cells were nucleofected as in A), stimulated with OSM (25 
ng/mL) and RT-PCR was performed with SOCS3 and GAPDH primers. The figure 
represents the mean ± s.e. OD fold increase of SOCS3 mRNA over GAPDH mRNA 
of 4 independent experiments. ** = p < 0.01. F) HEK293 cells were transfected with 
SOCS3-FLAG (0.5 or 1.0 ug) in presence of negative control siRNAs (50 nM) or 
SOCS3 siRNA (50 nM). After 24h, SOCS3 protein levels were assessed by Western 
blotting with anti-FLAG antibody, vinculin expression was assessed with anti-viculin 
antibody. Represented is the mean ± s.e. optic density ratio (fold increase of SOCS3 
over vinculin) of 3 independent experiments. ** = p < 0.01 
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Figure 7: PAF-induced inhibition of OSM-induced STAT phosphorylation. A) MonoMacl 
cells were pre-treated with PAF (10"7 M) or its vehicle for 60 minutes, rinsed and 
stimulated as indicated (PAF 10"7 M or OSM 20 ng/mL). Cells were then lysed and 
processed for Western blotting to determine STAT phosphorylation states with anti-
phosphoSTAT antibodies. Loading was determined by re-blotting membranes with 
anti-STAT antibodies. Figures are representative of 3 to 4 independent experiments. 
Graphs under each blot are the means ± s.e. densitometric ratios of all experiments 
performed. B) Cells were pre-treated as in A) for indicated times. Vehicle- and PAF-
pre-treated cells were then stimulated with OSM and processed as in A) for STAT 
phosphorylation states. * = p < 0.05; ** = p < 0.01 
Figure 8: Proposed roles for SOCS3 in PAF-stimulated pathways. PAF induces SOCS3 
mRNA transcription in Monocytes and MonoMacl cells (not in HUVEC) (1) and 
subsequent SOCS3 protein accumulation is observed (2). PAF-induced SOCS3 cross-
desensitizes OSM-induced STAT1/3/5 phosphorylation (3), with no detectable effect 
on PAF-induced STAT1/3/5 phosphorylation (4). SOCS3 expression does not 
modulate IP3 production by PAF (5), but inhibits PAFR and IL-6 promoter 
transcription (6) (7). Finally, SOCS3 expression negatively regulated cell adhesion 
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4.2 SOCS3 s'associe au PAFR pour en moduler certaines voies de signalisation. 
GENERALITES 
Le mode operatoire des SOCS est bien etabli dans la litterature. Suivant leur 
regulation positive par differents ligands, ils sont recrutes aux recepteurs de cytokines et 
causeront une inhibition des voies de signalisation, principalement la voie des JAK/STAT. 
Le recrutement de SOCS3 aux recepteurs de cytokines est ainsi bien documente. Deux 
options principales s'offrent a SOCS3; d'abord, la liaison directe au recepteur en s'associant a 
differents acides amines essentiels. Les cas les plus connus sont ceux de la liaison de SOCS3 
a la tyrosine 759 du gpl30 (Nicholson et al., 2000; Schmitz et al., 2000) ou de SOCS3 a la 
tyrosine 401 de l'EPOR (Sasaki et al., 2000). La seconde option est celle d'une liaison aux 
JAK qui sont constitutivement associe aux recepteurs de cytokines. SOCS3 peut ainsi etre 
associe a l'EPOR en liant JAK2 (Sasaki et al., 2000). 
Au niveau des RCPG, tres peu d'information concerne le mode de recrutement des 
SOCS. Le recepteurs de la chimiokine CXCL12, le CXCR4, montre une association accrue 
de SOCS1 et SOCS3 suivant une stimulation 15 minutes au CXCL12 (Soriano et al., 2002). 
II a egalement ete demontre que SOCS3 participe a la modulation negative de la signalisation 
de recepteur de l'angiotensine, le recepteur ATI. Dans une publication, JAK2 s'associe 
directement a l'ATl (Ali et al., 1997; AH et al., 1998) et une autre publication montre que 
SOCS3 peut s'associer a JAK2 suivant une stimulation a l'angiotensine (Calegari et al., 
2003). Par contre, aucune publication ne montre d'association entre SOCS3 et l'ATl, bien 
qu'il soit possible de le suggerer en considerant les travaux effectues avec les recepteurs de 
cytokines (Endo et al., 1997; Sasaki et al., 2000; Sasaki et al., 1999). 
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II est connu que suivant la stimulation a certaines cytokines une tyrosein 
phosphorylation est detectee sur SOCS3 (Cacalano et al., 2001). Jusqu'a present, seul SOCS3 
presente une telle modification post-traductionnelle. La phosphorylation de SOCS3 est situee 
sur les acides amines tyrosines 204 et 221 contenus dans la SOCSbox et est implique dans des 
fonctions biologiques que sont le maintien de l'activation de la voie ERK MAPK (Cacalano et 
al., 2001) et la degradation proteosomale (Haan et al., 2003). 
Les voies des MAPK sont impliquees dans une grande variete de phenomenes 
biologiques tels que la proliferation et differentiation cellulaire, production de cytokines, 
apoptose (revue dans (Lewis et al., 1998; Robinson and Cobb, 1997; Schaeffer and Weber, 
1999)). Ces voies sont divisees en trois groupes principaux : les ERK, la p38 et les 
JNK/SAPK. Le PAF a la capacite d'activer chacune de ces voies dans differents types 
cellulaires (Bazan and Varner, 1997; Chen et al., 2005; Franklin et al., 1995; Marques et al., 
2002; Miike et al., 2000). Des evidences montrent egalement un lien entre l'activation de ces 
voies et leur modulation par des membres de la famille des SOCS. La plus marquantes est 
celle de SOCS3 qui maintien l'activation de la voie des ERK de facon a promouvoir la survie 
cellulaire (Cacalano et al., 2001), bien que d'autres publication montrent au contraire une 
inhibition de cette voie (Forrai et al., 2006; Frobose et al., 2006). SOCS1 a la capacite de 
moduler la voie p38 induite par le TNFa (Chong et al., 2002) et SOCS3 inhibe la voie des 
JNK/SAPK induite par le ciliary neurotrophic factor (Miao et al., 2008) et l'IL-1 (Frobose et 
al., 2006). 
L'etude des effets pro-inflammatoires du PAF passe par l'etude des cytokines pro-
inflammatoires que le PAF peut reguler a la hausse. L'IL-6 est une cytokine prototype de la 
famille de cytokine qui porte son nom et comportant entre autre l'OSM, le leukemia 
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inhibitory factor et l'IL-11 (revue dans (Heinrich et al., 2003; Heinrich et al., 1998)). lis sont 
impliques au niveau inflammatoire, dans la reponse de phase aigue et immunitaire. Le 
comprehension du controle de l'expression de cette cytokine est done important pour en eviter 
la perte de controle. La production de l'IL-6 est en grande partie regulee par la transcription 
de la region 5' du gene de l'IL-6 qui contient des sites de transcription de 1''interferon 
regulatory factor 1 (-267 a -254), API (-283 a -277), NF-IL-6 (-158 a -145 et -87 a -76) et un 
site pour NFicb (-75 a -63) (Faggioli et al., 2004). Le PAF peut induire l'expression de l'IL-6 
dans diverses cellules dont les fibroblastes (Roth et al., 1996), des CE (Lacasse et al., 1997) et 
des macrophages (Thivierge and Rola-Pleszczynski, 1992). 
Une seconde molecule pro-inflammatoire etudiee, l'IL-8, est de la famille des CXC 
chimiokine (Zlotnik and Yoshie, 2000) et a des effets biologiques puissants dont la 
chimiotaxie et la survie des cellules polymophonucleees (Harada et al., 1994). Bien qu'elle 
soit pratiquement non secretee en situation normale (Hoffmann et al., 2002), sa production est 
rapidement induite par une variete de stimulus dont le TNFa (Brasier et al., 1998). La 
regulation de l'expression de l'IL-8 est principalement de nature transcriptionnelle. La region 
5' du gene de l'IL-8 contient les sites de transcription de API (-126 a -120), NF-IL-6 (-94 a -
81) et NFKb (-80 a -70) (Hoffmann et al., 2002). Le PAF peut egalement induire l'expression 
de l'IL-8 dans diverses cellules dont des fibroblastes (Roth et al., 1996) et des monocytes 
(Denault et al., 1997). 
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SOCS3 associates with the platelet-activating factor receptor and modulates selected 
signalling pathways. 
Simon Rollin, Genevieve Hamel-Cote, Marek Rola-Pleszczynski and Jana Stankova 
Cet article sera soumis a la revue Cellular Signalling 
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RESUME 
Le facteur d'activation plaquettaire (PAFR), un mediateur phospholipidique est 1'objet d'un 
grand interet depuis les dernieres annees par son implication dans plusieurs desordres 
immunitaires a caractere inflammatoire. Nous avons recemment demontre que le recepteur 
du PAF (PAFR), un recepteur couple aux proteines G (RCPG), active la voie de signalisation 
des Janus kinase (JAK) et des transducteurs de signaux et activateurs de transcription (STAT). 
Cette voie est connue pour reguler positivement l'expression des suppresseurs de signalisation 
des cytokines (SOCS), qui agissent comme inhibiteurs de retroaction negative. Une 
stimulation au PAF induit un recrutement rapide et transitoire de SOCS3 au PAFR et la 
region inhibitrice de kinase (KIR) et la SOCSbox de SOCS3 y jouent un role important. Les 
domaines JH6 et JH7 de TYK2 sont suffisant pour Her directement SOCS3 et TYK2 peut 
participer au recrutement de SOCS3 au PAFR. Apres son recrutement, SOCS3 est 
rapidement et transitoirement tyrosine phosphoryle suite a une stimulation au PAF, mais 
seulement en presence de TYK2. La presence de SOCS3 permet de soutenir 1'activation de la 
voie ERK induite par le PAF et cette action est dependante de la SOCSbox de SOCS3. 
SOCS3 reduit 1'activation rapide de la voie p38 induite par le PAF, mais pas 1'activation 
tardive et la SOCSbox joue encore un role important dans cette inhibition. La voie JNK 
induite par le PAF n'est pas modulee par la presence de SOCS3. Finalement, la presence de 
SOCS3 permet de reduire la transcription des promoteurs de l'IL-6 (pIL-6) et de 1TL-8 (pIL-
8) induite par le PAF. Les domaines KIR et SOCSbox de SOCS3 ne sont pas requis pour 
moduler cette inhibition, mais son domaine SH2 est important parce qu'en l'inactivant 
SOCS3 n'inhibe plus la transcription du pIL-6 induite par le PAF et n'inhibe que peu celle du 
pIL-8. La transcription de pIL-8 ne requiert par le site NF-IL-6, mais le site NFicb est 
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essentiel. Le site AP-1 est egalement important et de plus, est la cible probable de 1'inhibition 
par SOCS3 de la transcription du pIL-8. 
Contribution de 1'etudiant: 
En ce qui concerne les travaux contenus dans cet article, Simon Rollin a contribue activement 
a Pecriture de cet article sous la supervision de sa directrice de these Dr Jana Stankova. 
L'etudiant a egalement realise toutes les experiences presentees dans ce chapitre. Les figures 
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Platelet-activating factor (PAF), a phospholipid mediator, has been the object of great interest 
over the last several years because of its involvement in many diseases linked with 
inflammatory/immune phenomena. We have shown that the PAF receptor (PAFR), a G-
protein coupled receptor (GPCR), activates the Janus kinase (JAK)/signal transducers and 
activators of transcription (STAT) pathway and induces the expression of suppressors of 
cytokine signalling 3 (SOCS3) proteins in human monocytes. Here, we show that PAF 
stimulation induces a rapid and transient recruitment of SOCS3 to the PAFR. The kinase 
inhibitory region (KIR) and SOCS box of SOCS3 play an important role in this recruitment. 
We show that SOCS3 protein can be associated to the 2nd intracellular loop as well as the C-
terminal tail of the PAFR. Once recruited to the PAFR, SOCS3 become rapidly and 
transiently tyrosine phosphorylated, but only in presence of TYK2. The JH6 and JH7 regions 
of TYK2 are sufficient to bind SOCS3 and thus might participate in the recruitment of 
SOCS3 to the PAFR. The presence of SOCS3 leads to a sustained PAF-induced ERK activity 
which is attributable to the SOCSbox of SOCS3. Conversely, in the presence of SOCS3, 
PAF-induced p38 activation was reduced at early time points and the SOCSbox was essential 
for this decrease. PAF-induced JNK activation was not affected by SOCS3 presence. Finally, 
the presence of SOCS3 reduced PAF-induced IL-6 and IL-8 promoter transcription. The KIR 
and SOCSbox domains of SOCS3 were not required for the inhibition of either IL-6 or IL-8 
promoter transcription. However, the SH2 domain of SOCS3 was shown to be of importance 
because its inactivation rendered SOCS3 unable to inhibit IL-6 promoter transcription. The 
AP-1-binding site in the IL-8 promoter is important for PAF-induced IL-8 transcription and 
may be the possible target of SOCS3 inhibition. In conclusion, this work shows for the first 
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time that SOCS3 are recruited to PAFR with PAF stimulation and that SOCS3 domains may 
differentially play a role in the modulation of some PAFR signalling pathways. 
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INTRODUCTION 
PAF [1] is a potent phospholipid mediator involved in a wide range of biological 
processes. PAF plays an important role in physiology of reproduction, cardiovascular and 
central nervous systems, as well as in allergic disorders and inflammation [1-3]. PAF exerts 
its effects through the binding of a specific G-protein coupled receptor (GPCR) [4, 5], the 
PAFR, which upon ligand binding activates many effector pathways in a variety of cells; 
phospholipase A2, phospholipase C, , protein kinase C [5-8], mitogen activated protein 
kinases (MAPK) [9-11] as well as the Janus kinases and signal transducers and activators of 
transcription (JAK/STAT) pathway [12]. To date, four mammalian Jaks have been identified 
(Jakl, Jak2, Jak3, and TYK2), and seven STAT proteins have been characterized (STAT1-
STAT6) [13]. We previously showed that PAF stimulation activates JAK2 and TYK2 in 
MonoMacl cells [12]. TYK2 is of particular interest in regard with its constitutive 
association with the PAFR and its necessity to both activate JAK2 as well as activate the 
PAF-induced PAFR promoter transcription [12, 14]. 
The suppressors of cytokine signalling (SOCS) family of proteins (SOCS1-SOCS7 
and Cis) can be up-regulated via the JAK/STAT pathway and inhibit the intracellular 
signalling of cytokines such as IL-6, IL-10 and erythropoietin (Reviewed in [15-17]). Among 
the most studied members of the family, SOCS1 plays a critical role in the modulation of 
Interferon-y signalling [18], SOCS2 is a key player in post natal growth [18], and SOCS3 is 
an important regulator of the foetal liver haematopoiesis [18]. Despite their structural 
similarity, SOCS proteins appear to have distinct mechanisms of action. SOCS1 and SOCS3 
bind JAKs through either their SH2 domain or their kinase inhibitory region (KIR), which 
acts as a pseudosubstrate for the kinases, SOCS3 can also bind directly to cytokine receptors 
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and inhibit JAK and/or hinder STAT recruitment to the receptor [19-21]. Although, SOCS2 
and Cis-1 do not bind to JAKs, they can bind to the cytokine receptor and inhibit the 
recruitment of STATs [22]. 
The use of SOCS with deleted domains like KIR (AKIR), SOCSbox (ASOCSbox) and 
SH2-defective mutants (R71E) has shed light on the modus operandi of SOCS in regard to 
cytokine receptors [20-23], however, very little information is available in regard to GPCRs. 
Although SOCS3 has been shown to be associated with CXCR4 [24], no structure-function 
information or recruitment kinetics is available. We have recently shown that a member of 
the SOCS family, SOCS3, is up-regulated by PAF stimulation and acts as a negative 
modulator of PAF-stimulated monocyte adhesion and chemotaxis [25]. 
We show here that SOCS3 transiently recruited to PAFR by PAF stimulation and that 
the KIR and SOCSbox domains of SOCS3 play important roles in this recruitment. We also 
show that SOCS 3 can bind the 2n intracellular loop and the C-terminus sequence (C-tail) of 
the PAFR, in addition, SOCS3 can directly bind to the JH6 and JH7 domains of TYK2. 
Following PAF stimulation, SOCS3 is recruited to the PAFR where it is phosphorylated on 
tyrosine residues by TYK2. Our data also underline the importance of SOCS3 in the 
modulation of PAF-induced signalling pathways and present evidence that SOCS3 
differentially modulates ERK and p38 MAPK, but not JNK MAPK. In addition, SOCS3 
negatively modulates PAF-induced IL-6 and IL-8 promoter transcription. 
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MATERIALS AND METHODS 
Cell culture 
Cells (COS-7, HEK293 and HEK293 stably expressing PAFR (HEKPAFR)) were cultured in 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, high glucose; Invitrogen, Burlington, Canada) 
supplemented with 5% calf bovine serum (CBS) (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) and 
antibiotics (penicillin, 100 UI/mL and streptomycin, 100 |j,g/mL). HEKPAFR stably 
transfected cell lines with HA-PAFR were established by a Ca-phosphate transfection (4 u,g 
DNA/lOOmm plate) of the linearized (using Pvul from New England Biolabs Ltd.) pIRES-
HA-PAFR vector in HEK293. The independent clones were selected under 3 u.g/mL of 
puromycin (InvivoGen, San Diego, USA) and PAFR expression was characterized by FACS 
using anti-HA specific antibody (clone 3F10; Roche Diagnostics, Montreal, Canada). 
Cloning 
The human SOCS3-FLAG construct was described previously [25]. PAFR, TYK2, pIL-6 and 
pIL-8 constructs were described previously [12, 26, 27]. The human SOCS3-FLAG mutants 
were generated by PCR by amplification of SOCS3 from pcDNA SOCS3 using the following 
oligonucleotides: SOCS3AKIR (A22-33) step 1 (forward #1) 5'-gtggtgaacgcagtgcgc-3' and 
(reverse) 5'-gtcgtcctcgagttaaagcggggcatcgtactg-3' (generating template #1); step 2 (foward 
#2) 5'-gacgtgtacatggtcacccacagcaagtttcccgccgccgggatgagccgccccctggacaccagcctgcgcgtggtgaa 
cgcagtg-3' and reverse 5'-gtcgtcctcgagttaaagcggggcatcgtactg-3' using template #1; For 
SOCS3ASOCSbox (A 176-224), the primers where as follow: (foward) 5'-
gacgtgtacatggtcacccacagcaagtttccc-3' and (reverse) 5'-gtcgtcctcg 
agtcacagggggatcttctcgcccccgga-3'. All PCR products were subcloned into FLAG-tagged 
pGEM vector using BsrGI and Xhol restriction enzymes. FLAG-mutants were further 
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subcloned into pcDNA3 vector using EcoRI and Xhol restriction enzymes. The construct 
SOCS3R71E, was a kind gift from Dr Yoshimura (Division of Molecular and Cellular 
Immunology, Medical Institute of Bioregulation, Kyushu University, Japan). The pIRESP-
HA-PAFR was constructed as follow: PAFR coding sequence was amplified by PCR with 
the following primers (forward): 5'-ttatgcctgcggatccgagccacatgactcctcccaca-3' & (reverse): 
5'-tttaaacgccggatcctaatttttgagggaattgccaggg-3' from pCDNA3-cMyc-PAFR and PCR product 
was ligated in pIRESP-HA using the In-fusion protocol (Clontech Laboratories Inc., 
Mountain View, USA). The construct pIRESP-HA was derived from pIRES-Puro3 
expression vector (Clontech Laboratories, Inc.) in which a small linker sequence encoding the 
HA peptide using the following primers: forward: 5'-
ctagccaccatggcttacccttacgacgtgccagattatgcctgcggatccggcgtttaaac-3' and reverse: 5'-
gatcgtttaaacgccggatccgcacagataatctggcac gtcgtaagggtaagccatggtgg-3' and was cloned using 
Nhel and BamHI (New England Biolabs Ltd., Pickering ON). All constructs were confirmed 
by sequencing (McGill University and Genome Quebec Innovation centre, Montreal, 
Canada). 
Recombinant Protein Production and Binding Assay 
The cDNA encoding each intracellular loop of PAFR were subcloned into the pGEX-4Tl 
vector (Amersham Biosciences). The constructs were used to produce GST-tagged fusion 
proteins in Escherichia coli BL21 according to the manufacturer's instructions. The 
recombinant intracellular loops were purified using glutathione-Sepharose™4B (Amersham 
Biosciences). The purified recombinant proteins were analyzed by SDS-PAGE and 
immunoblotted by using a GST-specific polyclonal antibody (Bethyl Laboratories). 
Glutathione-Sepharose-bound GST-intracellular loops were incubated with extracts of cells 
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transfected with S0CS3 or TYK2 (as indicated), in binding buffer (10 mM Tris, pH 7.4, 150 
mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5% Igepal) supplemented with protease inhibitors 
(AEBSF 10 u.g/mL, Leupeptin 1 u.g/mL, Aprotinin 2 ug/mL, Soybean inhibitor 100 u.g/mL) 
(Calbiochem, San Diego, USA). The binding reactions were then washed three times with 
binding buffer and SDS sample buffer was added, then boiled for 5 min. The binding 
reactions were analyzed by SDS-PAGE, and immunoblotting was performed with the 
indicated antibodies. 
Cell stimulation and isolation 
Cells were stimulated with PAF (10"7 M) or vehicle (ethanol) as indicated. The reactions were 
stopped by adding ice cold lysis buffer containing inhibitors. For immunoprecipitation assay, 
RIPA lysis buffer was used (NaCl 150 mM, Tris-HCl 50 mM, IGEPAL 1%, Na-deoxycholate 
0.5%, SDS 0.1%, EDTA 5 mM, Na-fluoride 1 mM, Na-pyrophosphate 10 mM. Inhibitors; 
AEBSF 10 ug/mL, Leupeptin 1 u.g/mL, Aprotinin 2 jig/mL, Soybean inhibitor 100 iig/mL, 
Calyculin A 1 nM, Na3V04 1 mM, Okadaic acid 15 nM; Calbiochem, San Diego, USA). For 
phosphorylation assays we used phospholysis buffer (50 mM Tris [pH 7.5], 1 mM EGTA, 
150 mM NaCl, 1 mM NaF, 1 mM Na3V04, 1% TRITON X-100, 0.25% sodium 
deoxycholate, 1 ug/mL leupeptin, 2 jig/mL aprotinin, and 10 jag/mL soybean trypsin 
inhibitor). Lysis buffer was left for 30 minutes on ice with the samples. Cell lysates were 
then cleared by centrifugation (5 minutes at 13000 rpm) and pellets discarded. For 
phosphorylation assays, denaturing LaemLi loading buffer (300mM Tris (pH 6.8), 24% 
glycerol, 5% SDS, and 5% 2-P-Mercaptoethanol) was added, lysates were boiled and 
processed for SDS-PAGE and Western blotting. 
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Immunoprecipitation 
Cell lysates for co-immunoprecipitation studies were pre-cleared by incubation with 20 pL of 
protein A-Sepharose beads (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) for 30 minutes at 4°C; then 
centrifuged (5 minutes at 13000 rpm) and pellets discarded. 1/250 dilution of primary 
antibody was then added to the lysates for two hours, and 30 uL of protein A-Sepharose beads 
were added and incubated overnight at 4°C. Beads were recovered by centrifugation (5000 
rpm, one minute) and subsequently rinsed three times with cold RIPA lysis buffer (without 
inhibitors). After the last rinse, denaturing Laemli loading buffer (300 mM Tris (pH 6.8), 
24% glycerol, 5% SDS, and 5% 2-P-Mercaptoethanol) was added to the beads, incubated at 
room temperature for 30 minutes and processed for SDS-PAGE and Western blotting. 
SDS-PAGE and Western analysis 
Proteins were separated by a SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane 
(BioRad, Hercules, USA). Membranes were blocked with 10% blotto (10% BSA for 
phosphorylation studies) in Tris-buffered saline (TBS) then incubated with indicated primary 
antibody (SOCS3: Immuno-Biological Laboratories Co. LTD., Japan; FLAG-M2 and 
vinculin: SIGMA, Saint-Louis, USA; ERK, p38, JNK and 4G10: Santa Cruz Biotechnology, 
La Jolla, USA; GST: Bethyl Laboratories, Montgomery, USA: phospho-ERK, phospho-p38, 
phospho-JNK, phospho-TYK2 and TYK2: Cell Signalling, New England Biolabs Ltd., 
Pickering, Canada) overnight at 4°C. HRP-coupled secondary antibody (anti-mouse and 
rabbit, Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, Canada; anti-goat, West Grove, USA) was then 
added for 60 minutes at room temperature and protein expression was revealed by ECL 
chemiluminescence detection (Amersham Bioscience). Signal intensity was quantified by 
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densitometry with Epson Expression 1680 Scanner and analyzed with ImageJ 1.38X software, 
NIH. 
Luciferase assay 
Luciferase assay was performed as described previously [25]. Briefly, cells were seeded in 
24-well plates and transfected with SOCS3 or SOCS3 mutants (0.05 ug/well), IL-6 and IL-8 
promoter constructs as well as IL-8 mutant promoters (pIL-8ANF-IL-6, ANF-Kb and AAP1) 
(0.1 ug/well). To assess the role of AP-1, c-fos dominant negative construction (A-fos) [28] 
was used where indicated (200 ng/well). For each experiment, DNA quantities were adjusted 
with empty vector. 24 hours after transfection, cells were starved overnight in medium with 
0.1% serum and then stimulated with 10"7 M PAF or its vehicle for 6 h at 37°C. The reaction 
was stopped by the addition of cold luciferase lysis buffer for 30 minutes on ice. Collected 
lysates were centrifuged at 13000 rpm, supernatants were assayed for luciferase activity using 
a Sirius luminometer (Berthold detector systems, Montreal, Canada). 
Statistical Analyses 
Statistical significance was assessed using ANOVA followed by a Tukey's t test for paired 
data (two-tailed) using GraphPad Prism 5 built-in statistical software. Differences were 
considered significant at P<0.05 for n^3. 
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RESULTS 
S0CS3 protein is known to inhibit the JAK/STAT pathway of many cytokines [21, 
22, 29-33]. We previously showed that PAF stimulated cells were refractory to a subsequent 
oncostatin M (OSM) stimulation as demonstrated by a reduced STAT phosphorylation [25] 
and in the literature, SOCS3 has been shown to inhibit STAT3 phosphorylation induced by 
OSM [34, 35]. Figure 1A shows the mutant receptors used, we confirmed their efficacy in 
OSM-induced STAT3 phosphorylation in Figure IB. The mutants used were SOCS3AKIR 
(A22-33), where the kinase inhibitory region was deleted; SOCS3ASOCSbox (A176-224) 
where the SOCS box (responsible for activity of ubiquitin ligase) was deleted and 
SOCS3R71E where the mutation of an essential arginine abolished SH2 binding of the SOCS 
protein. HEK293 cells were transfected with SOCS3 or SOCS3 mutants, 48 hours after 
transfection, cells were stimulated with OSM (25 ng/mL) or its vehicle for 10 minutes before 
lysis. Western blotting for phosphorylated STAT3 was performed and subsequently the 
membranes were re-blotted with anti-STAT3 antibodies. STAT3 phosphorylation was 
increased 13-fold when stimulated with OSM (Figure IB). The presence of SOCS3 
significantly reduced this activation (50%), but all three SOCS3 mutants used here were not 
able to reduce OSM-induced STAT3 activation. Our SOCS3 construct therefore have lost the 
ability to inhibit cytokine signal transduction as was reported in the literature [22, 29, 36] 
In order to perform their inhibitory effects, SOCS proteins were shown to be recruited 
to the cytokine receptors [17, 18, 30]. We investigated whether the SOCS3 protein is 
recruited to the PAFR, like it is to the cytokine receptors, and which domains of the SOCS3 
are important in PAFR binding. HEK cells were transfected with PAFR and indicated 
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S0CS3 mutants, stimulated with PAF (107 M) for indicated times before lysis and PAFR was 
immunoprecipitated. The immunoprecipitates were then probed for SOCS3 proteins. Figure 
2A shows that a small proportion of SOCS3 is basally associated with the receptor, however 
upon stimulation, SOCS3 is transiently recruited to the PAFR, with a significant increase in 
SOCS3 co-immunoprecipitation after 10 minutes. The SOCS3AKIR mutant showed a strong 
basal association with PAFR but PAF did not significantly modulate this association. Finally, 
the mutant SOCS3ASOCSbox had a distinct recruitment pattern, with a strong basal 
association with PAFR which was followed by a loss of association following PAF 
stimulation. The mutant SOCS3R71E showed a similar timing of recruitment as the WT, 
however, it seemed to be recruited less efficiently to PAFR. It migrates as a higher molecular 
weight protein in comparison to the other SOCS3 protein due to its multiple Myc tags. 
Figure 2B shows the expression of SOCS3 WT and mutants in the cell lysates used for 
immunoprecipitation. The figure 2C depicts the mean densitometric analysis of the SOCS3 
WT and mutant co-immunoprecipitation with the PAFR. 
To further study the association between SOCS3 and PAFR we investigated which 
domains of PAFR would interact with SOCS3. In a pull-down assay using independently 
expressed PAFR's intracellular loops tagged with GST we showed that SOCS3 could 
associate with the 2nd intracellular loop and the C-tail of the PAFR (Figure 3 A). 
Using a C-tail deleted PAFR mutant, PAFRT305, we could show that the C-tail was 
not essential for SOCS3 binding since SOCS3 immunoprecipitated with this receptor (Figure 
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3B), in addition, PAF stimulation did not modulate SOCS3-PAFRT305 association, in 
contrast to the WT (Figure 2A). Knowing that TYK2 is constitutively associated with the 
PAFR [12] and SOCS3 can bind TYK2 [37], we wanted to determine if TYK2 could play a 
role in the binding of SOCS3 with the PAFR. TYK2 WT and a deletion mutant of TYK2 (1-
262 and 1-601), encompassing the TYK2 domains which the kinase uses to bind to the IFN 
receptor [38], were transfected with SOCS3 in COS7 cells. TYK2 was immunoprecipitated 
and the precipitate was blotted to reveal SOCS3 protein. Figure 3C shows that TYK2 WT, 1-
262 or 1-601 proteins resulted in equivalent immunoprecipitation of SOCS3. Altogether 
these results suggest that SOCS3 is recruited to the PAFR following a PAF stimulation; that 
the intracellular loops are involved, but the C-tail is not essential. In addition, TYK2 which is 
constitutively associated with PAFR could also directly bind SOCS3. 
It is known that SOCS3 is phosphorylated upon stimulation by several ligands such as 
IL-2, epidermal growth factor and placental derived growth factor and that this modification 
is of importance in the biological effects of SOCS3 [39, 40]. Given that we showed that 
SOCS3 is recruited to the PAFR following PAF stimulation, we sought to determine if PAFR 
activation could induce SOCS3 phosphorylation. COS7 cells were transfected with PAFR 
and SOCS3 in the presence or the absence of TYK2. Cells were stimulated with PAF (10~7 M) 
for the indicated times and the tyrosine phosphorylation state of SOCS3 was assessed by 
Western blotting. In figure 4A, we show a low basal tyrosine phosphorylation of SOCS3 in 
presence of TYK2, but PAF stimulation induced a rapid and strong phosphorylation of 
SOCS3 after 5 minutes (9-fold) which was maximal at 10 minutes (14-fold) and reduced 
thereafter. There was a no detectable phosphorylation of SOCS3 in our system in absence of 
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TYK2. In order to determine whether TYK2 kinase activity was necessary for SOCS3 
phosphorylation, we used the TYK2 kinase inactive mutant K930I [14] in our system. First, 
we showed that only the WT TYK2 was phosphorylated following PAF stimulation (Figure 
4B). We next transfected COS7 cells with the wild-type TYK2 or the mutant K930I and 
SOCS3 phosphorylation was determined after PAF stimulation. As shown in figure 4C PAF 
induced the tyrosine phosphorylation of SOCS3, only in the presence of TYK2 (2.7-fold) and 
because there was no detectable SOCS3 phosphorylation in the presence of the mutant K930I. 
Together these results indicate that PAF-induced SOCS3 phosphorylation is rapid and 
transient, and that TYK2 is essential for SOCS3 tyrosine phosphorylation in this system. 
SOCS3 tyrosine phosphorylation is induced by some cytokine and is required in order 
to prolong the MAPK ERK activation [39]. As the MAPK are activated by PAF in a variety 
of cells [9-11] we first wanted to assess the importance of SOCS3 in the PAF-induced ERK 
activation. HEKPAFR cells were transfected with SOCS3 or its mutants (SOCS3AKIR, 
SOCS3ASOCSbox and SOCS3R71E). The cells were stimulated with PAF (10"7 M) for 
indicated times and Western blotted with antibodies for phosphorylated ERK (pERK). In 
figure 5 we observed that PAF stimulation induced a strong ERK phosphorylation in the 
presence of the vector (3-fold) and that this phosphorylation returned to basal values after 30 
minutes. The presence of SOCS3 or any of its mutants did not significantly change the 5 
minutes PAF-induced ERK phosphorylation (between 3 to 4-fold). However, the 
phosphorylation of ERK was still maintained at 30 minutes in the presence of SOCS3, 
SOCS3AKIR and SOCS3R71E. The mutant SOCS3ASOCSbox did not modulate PAF-
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induced kinetics of ERK phosphorylation. This result suggests that the presence of SOCS3 
can prolong PAF-induced ERK phosphorylation and the SOCSbox is important for this effect. 
Given that PAF-induced ERK phosphorylation was modulated by SOCS3, we sought 
to determine the importance of SOCS3 in other PAF-induced MAPK pathway activation, 
namely the p38 and the JNK pathways. HEKPAFR cells were transfected with SOCS3 and 
the cells were stimulated with PAF (10"7 M) for indicated times before immunoblotting anti-
phospho-p38 (pp38) antibodies. PAF induced the phosphorylation of p38 (pp38) at 5 minutes 
(4.2-fold) which remained elevated at 30 minutes, however, pp38 was significantly lower at 
the 5 minute point, in the presence of SOCS3 (2.2-fold) (Figure 6A). However, at the 30 
minute time point, pp38 levels were similar in the absence or in presence of SOCS3. We 
assessed the importance of different SOCS3 domains in the modulation of pp38 at the 5 
minute time point. HEKPAFR cells were transfected with SOCS3AKIR, SOCS3ASOCSbox 
or the SOCS3R71E and stimulated for 5 minutes with PAF before assessing the pp38 levels. 
Figure 6B illustrates that the pp38 levels are significantly lowered in presence of SOCS3 WT 
and the SOCS3AKIR mutant, however, the SOCS3ASOCSbox and the SOCS3R71E mutants, 
although reducing p38 phosphorylation, failed to significantly reduce it. This result suggests 
that SOCS3 has a negative effect on early PAF-induced activation of p38 activation but this 
effect is very transient. Moreover it suggests that both the SOCSbox and SH2 domains may 
play a role in regulation of PAF-stimulated p38 phosphorylation. Figure 7 shows that SOCS3 
did not modulate either the kinetics or the level of phosphorylation of the JNK kinase. 
Since SOCS3 differentially modulated PAF-induced MAPK-pathways and different 
domains of SOCS3 seem to be involved in the modulation of these pathways, we wanted to 
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determine the functional relevance of the different SOCS3 domains in PAF-induced 
transcription of IL-6 and IL-8 promoters. We first established a role for SOCS3 in PAF-
induced IL-6 and IL-8 transcription. HEKPAFR cells were transfected with the IL-6 (pIL-6) 
or the IL-8 (pIL-8) promoters linked with the reported gene luciferase, and with SOCS3 WT 
or the mutants (SOCS3AKIR, SOCS3ASOCSbox and SOCS3R71E). Cells were then 
stimulated with PAF 10"7 M and luciferase activity was determined. PAF induced the 
transcription of the IL-6 promoter (normalized to 1) and in the presence of SOCS3 WT this 
transcription was greatly decreased (approximately 50%) (Figure 8A). Similarly, the 
presence of the SOCS3 mutants SOCS3AKIR and SOCSASOCSbox significantly diminished 
PAF-induced pIL-6 transcription, but, the SOCS3R71E mutant failed to reduce this 
transcription, indicating the importance of the SH2 domain. We then assessed the possible 
role of SOCS3 in the transcription of another PAF-induced pro-inflammatory cytokine, IL-8. 
As shown in figure 8B, PAF induced the transcription of the IL-8 promoter (normalized to 1) 
and in the presence of SOCS3 this transcription was greatly decreased (65% inhibition). 
Similarly, the SOCS3 mutants SOCS3AKIR and SOCS3ASOCSbox prevented PAF-induced 
pIL-8 transcription (80% and 70% inhibition respectively). SOCS3R71E also reduced the 
transcription of the pIL-8, to a lesser extent, by 30%. Altogether, these results show that the 
presence of SOCS3 reduces the transcription of PAF-induced pIL-6 and pIL-8, and that the 
KIR and SOCSbox domains are not important in this process. 
We previously demonstrated that PAF-induced SOCS3 is involved in the negative 
modulation of chemotaxis [25]. IL-8 is a powerful chemoattractant for polymorphonuclear 
leukocytes [41] which also induces in vitro chemotaxis for lymphocytes [42] and basophils 
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[43]. We also showed IL-8 to be up-regulated by PAF [27]. As SOCS3 was shown to 
modulate transcription factor pathways other than the JAK/STAT [44-48] combined with the 
fact that our IL-8 promoter does not bear putative STAT binding sites we focussed our 
attention on assessing the possible transcription factors involved in the modulation of PAF-
induced IL-8 transcription by SOCS3. 
In order to gain more insight on the transcription factor binding sites involved in the 
induction of IL-8 in response to PAF, site specific mutants of the 5' flanking region of the IL-
8 gene were used [49]. PAF induced the transcription of the pIL-8 (69-fold) and in the 
presence of SOCS3 this transcription was greatly decreased (63% inhibition) (Figure 9A). As 
shown in figure 9B, the NF-IL-6 site mutation has no significant on the PAF-induced 
transcription of the pIL-8ANF-IL-6 and the presence of SOCS3 resulted in a similar reduction 
in the transcription as with the WT promoter. Mutation in the NF-Kb site resulted in a 
complete abrogation of the PAF-induced transcription of the promoter, in presence or absence 
of SOCS3 (Figure 9C). The mutated AP-1 site in the pIL-8AAP-l promoter caused a 
dramatic decrease in PAF-induced transcription (4.9-fold) and the presence of SOCS3 did not 
modulate this transcription (Figure 9D). Finally, to ascertain the importance of the AP-1 site 
in the PAF-induced transcription of pIL-8, we co-transfected the cells with a dominant 
negative mutant of c-fos (A-fos) and evaluated the PAF-induced transcription. The presence 
of the dominant negative resulted in a greatly reduced transcription (~9-fold) of the WT IL-8 
promoter, in presence or absence of SOCS3 (Figure 9E), indicating that the AP-1 
transcription factor may be the target of SOCS3-mediated inhibition of IL-8 promoter activity 
stimulated by PAF. 
132 
DISCUSSION 
Recruitment of SOCS to cytokine receptors has been demonstrated either directly like 
the binding of SOCS3 to gpl30 [50, 51], or indirectly like SOCS1 binding to JAK2 or the 
KIR and SH2 domains of SOCS3 being known to associate with JAK2 [20, 22]. As for 
GPCR, only CXCR4 has been shown to associate with SOCS3 and to recruit additional 
SOCS3 following stimulation [24]. 
Since the association motifs found in cytokine receptors are not found in GPCR, we 
first evaluated the importance of each intracellular loops of PAFR for SOCS3 recruitment. 
Our findings indicate that SOCS3 recruitment to the PAFR is involving the 2nd loop and/or 
the C-terminus tail. The greater SOCS3 co-immunoprecipitation with the PAFRT305 mutant 
compared to its PAFR counterpart could be due to a lower steric hindrance by the C-tail, 
thereby allowing more basal association. The C-terminus tail of PAFR also seems to be 
dispensable for SOCS3 binding, as the PAFRT305 mutant still retains the ability to bind 
SOCS3. Whether the 2nd intracellular loop is dispensable or not is still unknown because 
PAFR not bearing the 2nd intracellular loop is not expressed at the cell membrane. CXCR4 
bears a YIPP motif, which leads to JAK2 recruitment [52], and CCR2b has a DRY motif that 
also leads to JAK2 recruitment [53], but it is unknown whether they are of use in the 
recruitment of SOCS proteins. In the case of the PAFR, no such sequence is found, although 
a putative tyrosine phosphorylation site is present in the C-tail of PAFR. We previously 
showed, however, that the activation of JAK2 was not affected by deletion of this tyrosine 
residue [14]. More work surrounding the specific motif within the 2n intracellular loop 
would help determine the important sequence required to recruit SOCS3 to the PAFR. 
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We have previously shown that TYK2 is constitutively associated with PAFR [12]. 
Our present data indicate that SOCS3 can co-immunoprecipitate with TYK2 and that the JH6 
and JH7 domains of TYK2 are sufficient to allow it. It is possible to suggest that, in 
concordance with some cytokine receptors [20], TYK2 binds PAFR and acts as a molecular 
bridge for SOCS3. The use of SOCS3 mutants, however, failed to indicate a requirement for 
a phosphotyrosine residue, since the SH2 domain mutant, SOCS3R71E, still retained the 
ability to be recruited to the PAFR. Moreover, SOCS3 could still immunoprecipitate with a 
PAFR mutant lacking the C-terminus tail, which contains the tyrosine phosphorylation motif. 
The binding of SOCS3 through TYK2 might, however, be of greater importance. It 
was shown that the SOCS3 KIR domain has the ability to bind JAK2 [20]. In our case, the 
fact that SOCS3 still co-immunoprecipitates with PAFR without the KIR domain suggests 
that this domain is dispensable. Nevertheless, there is a basal association of this mutant 
SOCS3 with PAFR that is not increased by PAF treatment. Therefore, PAF-induced 
recruitment of SOCS3 to PAFR appears to be dependent on its KIR domain. 
The most intriguing recruitment pattern presented is the SOCS3ASOCSbox which 
shows a strong basal binding which is dissociated upon PAF stimulation. SOCSbox function 
has been linked with proteosomal degradation of associated proteins and not with an 
association function [54-56]. Only one recent publication suggests a role for the SOCSbox of 
Cis-1 in the binding to EPOR [57], but for GPCRs, no information has been published on this 
matter. 
Taken together, our results suggest that SOCS3 recruitment to PAFR has two 
components: Firstly, there is the basal association with PAFR, where the SOCSbox of 
SOCS3 is required for a controlled normal basal association and, secondly, there is the PAF-
134 
induced augmentation of recruitment to the PAFR, where the KIR domain is required. The 
role of the SH2 domain of SOCS3 in this system needs to be further investigated. These 
results show that both basal and ligand-induced recruitment of a SOCS protein to a GPCR and 
can be different from the recruitment to cytokine receptors. 
The kinetics of PAF-induced SOCS3 recruitment to PAFR correlates with the rapid 
and transient PAF-induced tyrosine phosphorylation of SOCS3. Tyrosine phosphorylation of 
SOCS3 was reported after cytokine stimulation and was shown to be involved in proteosomal 
degradation [58]. It was also found to be essential for SOCS3 function in maintaining ERK 
activity [39]. A previous publication found that JAKs needed to be in high concentration in 
order to induce SOCS3 tyrosine phosphorylation and presented evidence of Src kinase 
involvement [59]. The pattern of SOCS3 up-regulation and phosphorylation was also 
presented as not matching the one of JAK activation. Conversely, our data indicate that a 
fully functional TYK2 kinase is mandatory for PAF-induced SOCS3 phosphorylation as no 
discernable tyrosine phosphorylation was detected in the absence of TYK2 or in the presence 
of its kinase-inactive mutant (K930I). In our system, such SOCS3 phosphorylation can be 
observed with low quantities of TYK2 (0.25 u.g TYK2 for 5 jag SOCS3) when compared to 
others using up 5 ug of JAK1 for 1 u.g of SOCS3 [59]. Knowing that PAF induces many 
kinases, we are but merely pointing out the fact that TYK2 is required in this PAF-induced 
SOCS3 phosphorylation, without excluding the possible involvement of other kinases in this 
process. 
Given the fact that, in our system, PAF induced a SOCS3 tyrosine phosphorylation, 
which is known to be involved in the modulation of ERK phosphorylation [39], we 
investigated the possibility of a modulation of the PAF-induced p38, ERK and JNK MAPK 
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pathways by S0CS3. PAF-induced ERK phosphorylation in the presence of SOCS3 was 
sustained, whereas the SOCS3ASOCSbox mutant had no effect on pERK activation. This is 
supported by a study in which tyrosine phosphorylation of SOCS3 was shown to occur in 
residues within the SOCSbox [39]. Other studies, however, indicate that SOCS3 inhibits the 
early ERK MAPK pathway in murine stem cells and inhibits IL-1-induced ERK activation 
[60, 61]. In contrast to these studies, we show that SOCS3 does not modulate the initial ERK 
phosphorylation. Further experiments need to be done to identify specific residues in the 
SOCSbox, which were identified as tyrosine 204 and 221 in cells stimulated by EPO, IL2 and 
EGF [39]. Altogether, SOCS3 does not modulate early ERK phosphorylation, but maintains 
it over time and its SOCSbox is responsible for this prolonged activation. 
It is known that PAF induces biological processes such as the production of RANTES, 
granulocyte-macrophage colony stimulating factor and IL-8 by a contribution of the p38 
MAPK [10, 62, 63]. Our studies present the first evidence that PAF-induced p38 activation is 
significantly reduced by SOCS3 at the early activation stage, but not at later time points. It 
was shown that p38 complex can be recruited to the PAFR with the participation of MKK3, 
MKK3 being an upstream activator of p38, and Parrestin [64, 65]. The use of SOCS3 
mutants further supports this view: as PAF stimulation begins, SOCS3 is recruited to the 
PAFR, concomitantly to p38, which causes a lowered p38 activation. Conversely, the 
SOCS3ASOCSbox mutant dissociates from the PAFR as PAF stimulation begins, therefore 
having less interaction with the arriving p38 complex. Whether this reduction is due to a 
lowered kinase activity (SOCS3 action on the p38 complex) or to a reduced recruitment of the 
p38 complex or both is still open to debate. In other studies, SOCS1 was shown to be 
involved in the regulation of the p38 pathway by TNFoc [66] and SOCS6 expression in murine 
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embryonic fibroblasts reduces p38 activation [67]. The possible p38 targets that might be 
involved in the rapid modulation by SOCS3 are currently under investigation. It is also of 
importance to note that, in our system, PAF-induced JNK activation is not modulated by 
SOCS3, which contrasts with other work showing that SOCS3 negatively modulates this JNK 
pathway [61, 68]. These results are somehow comparable to others where SOCS proteins are 
specific to certain MAPK pathways: SOCS1 inhibits TNFa-induced apoptosis through ERK 
pathway and not through p38 [69], whereas SOCS1 and SOCS6 binding to the insulin 
receptor inhibits only the ERK MAPK pathway leading to insulin resistance [70]. 
It is proposed that long term inflammation caused by PAF may result from the 
expression of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-8 [27, 71-73], resulting from 
the induction of their transcription by PAF. Our IL-6 promoter contains AP-1, NFKB, NF-IL-
6 and STAT binding sites [26]. SOCS3 reduces IL-6 expression by modulating JAK2/STAT3 
signalling in a human pancreatic model [74]. As for SOCS1, it has been shown to be 
involved in the regulation of LPS-induced IL-6 production by modulation of the JAK/STAT 
pathway [46]. Our present study demonstrates the involvement of SOCS3 in the modulation 
of the PAF-induced IL-6 promoter transactivation. The KIR and SOCSbox domains of 
SOCS3, however, are not essential for this inhibition, in contrast with the SOCS3R71E 
mutant, which failed to inhibit PAF-induced IL-6 promoter transactivation. These results 
suggest the requirement for SOCS3 to interact with a tyrosine phosphorylated protein in order 
to inhibit IL-6 transcription. It is known that the SH2 and SOCSbox domains of SOCS3 are 
required to inhibit IL-10-induced TNFa expression, whereas its KIR domain is not required 
to inhibit TNFa mRNA expression, but is required for TNFa protein expression [75]. 
Another report showed that IL-2 production was inhibited by SOCS3 and that the KIR 
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domain was involved in this process [76]. Overall, the KIR, SOCSbox and SH2 domains of 
SOCS3 might be differentially used to reduce IL-6 transcription depending on the stimulus 
and its cognate receptor. 
Our deletion mutants of the IL-8 promoter confirmed the absolute requirement of the 
NF-Kb site in PAF-induced stimulation, which has been shown in IL-8 stimulation by several 
cytokines, including TNFa [49, 77]. At this point we can draw no conclusion regarding the 
NF-Kb as there is no PAF-induced IL-8 transcription in absence of the binding site. SOCS3 
has been involved in the negative regulation of NF-Kb in epithelial cells [78]. The deletion of 
the NF-IL-6 site did not modify PAF-induced transcription of the promoter, however the 
deletion of the API site significantly reduced PAF-induced transcription. The co-transfection 
of SOCS3 did not further reduce PAF-induced transcription of the IL-8 promoter, indicating 
that the pathway leading to the activation of the API site may be a target of SOCS3. The use 
of the c-fos dominant negative A-fos supports this hypothesis. It is possible to suggest that 
even though the presence of SOCS3 keeps ERK phosphorylation elevated and JNK 
unaffected, both are involved in the activation of AP-1 [79-81], some other players 
downstream of these kinases but of equal importance for AP-1 activation are targets of 
SOCS3 in AP-1 activation. It is therefore possible that SOCS3 could act upstream of the NF-
Kb pathway. The KIR and SOCSbox were not required for the inhibition of PAF-induced IL-
8 promoter transcription by SOCS3, similarly to our findings using the IL-6 promoter. 
Ongoing studies are assessing the targets of SOCS3 in these PAF-induced pathways. In 
conclusion, SOCS3 recruitment and phosphorylation by PAFR stimulation is associated with 
negative modulation of specific PAFR pathways, suggesting that PAF-induced SOCS3 is 
involved in the physiological regulation of PAF-induced effects during inflammation. 
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LEGENDS: 
Figure 1 S0CS3 WT and S0CS3 mutants. A) Schematic representation of S0CS3 and the 
mutants used throughout this paper. B) HEK293 cells were transfected with control vector, 
SOCS3, SOCS3AKIR, SOCS3ASOCSbox or SOCS3R71E, 48h post transfection, cells were 
stimulated with OSM (25 ng/mL) for 10 minutes and total cell lysate was assessed for STAT3 
phosphorylation state by immunoblotting with specific antibodies. Protein loading was 
verified by re-blotting the membranes with anti-STAT3 antibodies. Lower panel is a graphic 
representation of mean densitometric ratios (pSTAT/STAT) ± s.e. of 3 independent 
experiments. *: p<0.05. 
Figure 2 SOCS3 co-immunoprecipitate with PAFR. A) FIEK cells were transfected with 
PAFR and SOCS3, SOCS3AKIR, SOCS3ASOCSbox (SOCS3ASb) or SOCS3R71E and 48h 
post transfection, cells were stimulated with PAF (10"7 M) for indicated times and lysed in 
RIPA buffer. PAFR immunoprecipitation was carried out and Western blotting performed 
with antibodies against the FLAG epitope (SOCS3, SOCS3AKIR and SOCS3ASb) or Myc 
epitope (SOCS3R71E). Membranes were stripped and re-blotted with anti-PAFR antibodies 
(lower panel). B) cell lysate from the experimental conditions in A were probed for SOCS3 
expression C) The graphs represent the mean densitometric ratios (SOCS3/PAFR) ± s.e. of at 
least 3 independent experiments. *: p<0.05; **: p<0.01 
Figure 3 SOCS3 binds TYK2 and to the intracellular domains of PAFR. A) PAFR's 
intracellular loops (Loopl, Loop2 and Loop3), PAFR's C-terminus tail (C-tail) and pGEX4Tl 
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(empty vector) were individually expressed in vitro and affinity purified on glutathione beads. 
Lysates of COS7 cells transfected with SOCS3 were mixed with the beads bearing each loop 
or C-tail. and the proteins retained were separated by SDS-PAGE. Western blotting was 
performed to identify SOCS3 (upper panel) and for the GST epitope to verify protein input of 
the loops (lower panel). B) HEK293 cells were transfected with PAFR or the mutant PAFR 
with a C-terminal tail deletion (PAFRT305) and SOCS3, 48h post-transfection cells were 
stimulated with PAF (107 M) or its vehicle, lysed and PAFR was immunoprecipitated. 
SOCS3 was identified by Western blotting and membranes were subsequently re-blotted to 
verify PAFR and PAFRT305 content. C) COS7 cells were transfected with TYK2 or its 
deletion mutants 1-262 or 1-601 in the presence or absence of SOCS3, after 48h post 
transfection, cells were lysed and TYK.2 or TYK2 mutants were immunoprecipitated. SOCS 
were identified in the immunoprecipitate by Western blot and membranes were subsequently 
re-blotted with TYK2 antibodies to assess protein loading. SOCS3 expression in cell lysate 
was assessed by Western blot (lower panel of figure 3B and 3C). The data illustrated in this 
figure are representative of 3 independent experiments. 
Figure 4 SOCS3 is phosphorylated by TYK2 after PAF stimulation. COS7 cells were co-
transfected with PAFR and SOCS3 in presence or absence of TYK2 or its kinase inactive 
mutant K930I (as indicated), 48h after transfection cells were stimulated for indicated times 
with PAF 10"7 M, lysed and processed for immunoblotting. A) Western blotting was 
performed with anti-phosphotyrosine antibodies (upper panel). The membranes were 
subsequently re-blotted for total SOCS3 (lower panel). The graph represents mean 
densitometric ratios (pY-SOCS3/SOCS3) ± s.e. of at least three independent experiments. *: 
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p<0.05; **: p<0.01 B) Upper panel: cell lysates were blotted with anti-phophotyrosine 
antibodies and represent tyrosine phosphorylated TYK2 (pY-TYK2) and K930I (TYK2 
kinase inactive mutant). Membranes were subsequently reblotted against total TYK2/K930I 
protein (lower panel). The graph represents mean densitometric ratios (pY-TYK2/TYK2) ± 
s.e. of four independent experiments. ***: p<0.001 C) Phosphrylated and total SOCS3 
protein was identified as presented in A). The graph represents mean densitometric ratios 
(pY-SOCS3/SOCS3) ± s.e. of four independent experiments.***: p<0.001. 
Figure 5 SOCSbox of SOCS3 has a role in prolonging PAF-induced ERK phosphorylation. 
HEKPAFR cells were transfected with control vector, SOCS3, SOCS3AKIR, 
SOCS3ASOCSbox or SOCS3R71E, 48h after transfection, cells were stimulated with PAF 
(10"7 M) or its vehicle for indicated times, lysed and processed for immunoblotting. Western 
blotting was performed with anti phospho-ERK (pERK) antibodies and membranes were 
subsequently re-blotted for total ERK. Mean densitometric ratios ± s.e. (pERK/ERK) of 4 
independent experiments are presented in the graph beneath the blots. *: p<0.05 **: p<0.01. 
Figure 6 SOCS3 reduces early p38 phosphorylation induced by PAF. A) HEKPAFR cells 
were transfected with control vector or SOCS3, 48h after transfection, cells were stimulated 
with PAF (10~7 M) or its vehicle for indicated times, lysed and processed for immunoblotting. 
Western blotting was performed with anti-phospho-p38 (pp38) (upper panel), membranes 
were subsequently re-blotted for total p38 (lower panel). The graph represents mean 
densitometric ratios ± s.e. (pp38/p38) of 4 independent experiments. **: p<0.01. B) 
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HEKPAFR cells were transfected with S0CS3, SOCS3AKIR, SOCS3ASOCSbox 
(SOCS3ASb) or SOCS3R71E, 48 hours after transfection, cells were stimulated with PAF 
(10"7 M) or its vehicle for 5 minutes and processed as in A). The graph represents mean 
densitometric ratios ± s.e. (pp38/p38) of 4 independent experiments. **: p<0.01 
Figure 7 SOCS3 does not modulate PAF-induced JNK phosphorylation. HEKPAFR cells 
were transfected with control vector or SOCS3, 48h after transfection, cells were stimulated 
with PAF (10~7 M) or its vehicle for indicated times, lysed and processed for immunoblotting. 
Western blotting was performed with antibodies anti-phosphorylated JNK (pJNK) (upper 
panel), membranes were subsequently re-blotted for total JNK (lower panel). The graph 
represents mean densitometric ratios ± s.e. (pJNK/JNK) of 4 independent experiments.. 
Figure 8 SOCS3 negatively modulates PAF-induced IL-6 and IL-8 promoter transcription. 
HEKPAFR cells were transfected with luciferase-coupled IL-6 (A) or IL-8 (B) promoters and 
co-transfected with either the control vector, SOCS3, SOCS3AKIR, SOCS3ASOCSbox 
(SOCS3ASb) or SOCS3R71E, 48h after transfection, cells were stimulated with PAF (10~7 M) 
or its vehicle for 6h and luciferase activity was assessed. Promoter transcription is 
normalized to 1 (control vector) and figures represent the mean ± s.e. luciferase activity of at 
least 4 independent experiments, each done in triplicate. ***: p<0.001 
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Figure 9 NF-IL-6, NF-Kb and AP-1 in PAF-stimulated IL-8 promoter transcription: role of 
SOCS3. HEKPAFR cells were transfected with IL-8 promoter (A and E) or the deletion 
mutants, IL-8ANF-IL-6 (B), IL-8ANF-kb (C) or IL-8AAP-1 (D), in presence of control vector 
or SOCS3. The c-fos dominant negative mutant (A-fos) was also co-transfected in E. 48h 
after transfection, cells were stimulated with PAF (10"7 M) or its vehicle for 6h and luciferase 
activity was assessed. Figures are the mean ± s.e. fold increase (stimulated/unstimulated) of 3 
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Les SOCS sont une famille de regulateurs negatifs de la signalisation intracellulaire 
des cytokines. De nombreuses etudes ont montre que ces regulateurs ne sont pas exclusifs 
aux recepteurs de cytokine, mais possedent des fonctions au sein d'autres voies de 
signalisation (Ilangumaran et al., 2004; Kile and Alexander, 2001; Krebs and Hilton, 2001). 
Comme le PAF est implique dans plusieurs phenomenes a caracteres inflammatoires, le 
travail presente ici a porte son attention sur plusieurs aspects pro-inflammatoires du PAF 
plutot que sur une pathologie en particulier, ce qui permettra de mieux comprendre divers 
aspects liant le PAFR, la kinase TYK2 et SOCS3. 
Les proteines SOCS inhibent la signalisation des cytokines suite a leur recrutement 
aux recepteurs de cytokines. Nos resultats sont difficiles d'interpretation par le peu de 
resultats publies concernant les relations RCPG et SOCS. Notamment, le CXCR4 est le seul 
exemple de recrutement des SOCS par des RCPG (Hernandez-Vargas et al., 2005; Soriano et 
al., 2002). 
5.1 Induction de SOCS3 par le PAF 
Dans un premier temps nos donnees demontrent la capacite du PAF a reguler 
positivement et rapidement TARN de SOCS3 dans des monocytes et des cellules MonoMacl 
(Figure 4.1.1A-C, p.105). Ces resultats sont similaires a certaines cytokines comme LIF, GH 
et l'IL-6 ayant demontre une cinetique de regulation a la hausse de certains membres de la 
famille des SOCS (Adams et al., 1998; Fischer et al., 2004). Par contre, certains autres 
stimuli comme l'IL-10, la prostglandine E2 et le CXCL12 entrainent une cinetique 
d'expression de SOCS3 apres une longue simulation (Barclay et al., 2007; Cassatella et al., 
1999; Soriano etal., 2002). 
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Nous demontrons egalement que le PAF induit la transcription de l'ARN de SOCS3 
par un mecanisme transcriptionnel (Figure 4.1.2, p. 106). Une telle activation avait d'ailleur 
deja ete rapportee par un essai de gene rapporteur (Xu et al., 2008). Suivant les differents 
ligands impliques, l'expression de SOCS3 depend de divers facteurs de transcription : 
STAT1, STAT3, STAT5, ERoc, Spl ou Sp3 (Barclay et al., 2007; Davey et al., 1999; Ehlting 
et al., 2005; Xu et al., 2008). Nous avons demontre que les facteurs de transcription STAT1, 
STAT3 et STAT5 sont actives par le PAF dans des cellules monocytes (Lukashova et al., 
2001) et que le facteur de transcription Spl Test dans d'autres cellules (Taheri and Bazan, 
2007). II sera interessant de poursuivre cette etude pour decouvrir quels facteurs de 
transcription sont impliques dans la transcription de l'ARN de SOCS3 induite par le PAF. 
Un des resultats les plus surprenant de cette these concerne la capacite du PAF a 
reguler l'expression de SOCS3 dependamment du type cellulaire, ainsi SOCS3 est induit dans 
les cellules monocytaires, mais pas dans les HUVEC. Cette observation d'activation 
differentielle est, car le PAF active la voie des JAK/STAT dans les monocytes (Lukashova et 
al., 2001) et dans les HUVEC (Deo et al., 2002), mais induit SOCS3 uniquement dans les 
cellules monocytaires. II avait ete demontre que les HUVEC ont la capacite d'augmenter 
l'expression de SOCS3 lorsque stimulees par l'OSM (Sands et al., 2006). Ces donnees 
suggerent que dans les HUVEC 1'activation de la voie JAK/STAT par le PAF n'est pas 
suffisante pour la regulation positive de SOCS3. La transcription du promoteur de SOCS3 
induite par le LPS et lTFNy necessite des voies de signalisation et des sites de transcription 
supplementaires aux STATs (voie des p38 MAPK, facteurs de transcription AP-1 et CRE par 
exemples) pour induire SOCS3 (Gatto et al., 2004; Qin et al., 2007). Le fait que le PAF 
engendre de facon differentielle la regulation de SOCS3 peut s'expliquer par le fait qu'il 
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s'agisse de deux types cellulaires differents. L'induction de SOCS3 est d'ailleurs connue 
comme etant regulee de facon differentielle selon les cellules impliquees (Fisher et al., 1989; 
Nick et al., 1997). Par exemple, l'AMPc induit SOCS3 dans des cellules de la tyroi'de FRTL-
5 en utilisant STAT3, alors que dans des HUVEC l'AMPc induit SOCS3 sans avoir recours 
aux STAT (Park et al., 2000b; Sands et al., 2006). L'induction de SOCS3 peut egalement 
varier selon le tissu etudie. SOCS3 est regule positivement en reponse a la prolactine dans les 
ovaires et les glandes surrenales, mais ne Test pas dans les glandes mammaires (Tan and 
Rabkin, 2005). Dans nos deux types de cellules (monocytes et HUVEC), le PAF engendre 
bien la voie des JAK/STAT, mais il se peut que d'autres voies de signalisation soient 
impliquees dans les HUVEC pour causer la transcription de SOCS3. 
L'induction de l'expression de l'ARNm de SOCS3 nous a incites a verifier le profil 
d'expression de cette proteine. L'expression proteique de SOCS3 apres une stimulation au 
PAF dans les monocytes demontre une expression rapide et transitoire de la proteine avec un 
maximum d'expression entre 30 et 60 minutes (Figure 4.1.3, p. 107). Ce profil transitoire est 
similaire a la stimulation de myocytes cardiaques de rat par l'angiotensine II (Calegari et al., 
2003). II est a noter que d'autres simuli, tel que 1'IFNy, entrainent une expression plus 
persistante (jusqu'a 6 heures post stimulation) (Gatto et al., 2004). Des etudes plus poussees 
sur le role de degradation de SOCS3 seraient importantes parce que dans plusieurs types 
cellulaires le profil transitoire de SOCS3 est imputable a sa degradation par le proteasome 
(Sasaki et al., 2003). Encore ici, cet aspect serait dependant du type de cellules, car dans des 
CE l'expression de SOCS3 qu'entrame l'AMPc ou l'OSM persiste plus de 24 heures 
(Mahboubi et al., 2003; Sands et al., 2006), comparativement a ce que nous observons. 
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5.2 Recrutement de SOCS3 au PAFR 
II est bien connu que le mode operatoire des SOCS est, suivant leur expression, d'etre 
recrutes aux recepteurs de cytokine et d'en bloquer la signalisation par trois mecanismes 
(Elliott and Johnston, 2004; Fujimoto and Naka, 2003; Ilangumaran et al., 2004). D'abord, 
Cis peut bloquer le recrutement des STAT en faisant competition pour leurs sites de 
recrutement (Hansen et al., 1996; Ram and Waxman, 1999; Verdier et al., 1998). Ensuite, le 
domaine KIR de SOCS1 et SOCS3 agit comme pseudo substrat pouvant inhiber directement 
l'activite des JAKs (Giordanetto and Kroemer, 2003; Sasaki et al., 1999; Suzuki et al., 1998). 
Finalement, la SOCSbox des proteines SOCS peut interagir avec les Elongin B et C ainsi que 
la Cullin devenant du fait meme une ubiquitine ligase E3 (Figure 5.2.1, p. 165) (Ilangumaran 
et al., 2004; Kamura et al., 1998; Ungureanu et al., 2002). SOCS3 peut lier directement le 
recepteur ou, comme SOCS1 liant JAK2, lier JAK2 et TYK2 pour en bloquer les fonctions 
(Endo et al., 1997; Sasaki et al., 2000; Sasaki et al., 1999; Zeng et ah, 2008). 
Figure 5.2.1 : Representation schematique des mecanismes d'action des SOCS. 
Tire de (Kile et al., 2002). 
Pour ce qui est des GPCR, seule de Finformation sporadique est disponible. Un cas 
de recrutement a ete rapporte jusqu'a present et il montrem une association de SOCS3 au 
CXCR4 (Soriano et al., 2002). Nous avons approfondies les connaissances entourant SOCS3 
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et le PAFR et nous presentons une cinetique de recrutement transitoire induite par le PAF et 
ressemblant au mode de recrutement connu des recepteurs de cytokines (Figure 4.2.2, p. 154). 
II s'agit de la premiere demonstration que SOCS3 a la capacite d'etre recrute transitoirement a 
un RCPG suite a une stimulation, car en ce qui concerne le recrutement de SOCS3 au 
CXCR4, un seul point de stimulation est presente et non une cinetique (Soriano et al., 2002). 
II est connu que SOCS3 lie les recepteurs de cytokines sur des residus tyrosines phosphoryles 
(Y401 de l'EPOR; Y747 et 759 du gpl30) pour engendrer sa modulation (Nicholson et al., 
2000; Sasaki et al., 2000; Schmitz et al., 2000). Aucun motif n'est encore connu sur le 
CXCR4 ou le PAFR pour causer un tel recrutement. Le PAFR possede cependant un residu 
tyrosine dans sa queue cytoplasmique et son role dans le recrutement de SOCS3 a ete evalue. 
L'utilisation des mutants de SOCS3 a permis de mieux comprendre le mode d'action 
de SOCS3 avec les recepteurs de cytokine, nous avons fait de meme pour evaluer les 
connaissances entourant le recrutement de SOCS3 au PAFR. Somme toute, les mutants de 
SOCS3 sauf le mutant SOCS3ASOCSbox montrent une cinetique de recrutement au PAFR 
generalement identique au SOCS3 sauvage. Concernant les differences apparentes de recrute-
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Figure 5.2.2 : Representation schematique de SOCS3 et mutants de SOCS3. 
Inspire de (Fujimoto and Naka, 2003). 
ment, le mutant sans le domaine KIR (AKIR) est co-immunoprecipite avec le PAFR de facon 
basale et il semble que le PAF ne module pas se recrutement. Ce mutant lie le PAFR de facon 
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basale et ne montre pas de modulation suivant une stimulation au PAF. II est interessant de 
proposer que ce domaine est requis pour controler le recrutement de SOCS3 au PAFR suite a 
une stimulation au PAF. Comme il est connu que ce domaine a la capacite de Her les JAKs 
(Sasaki et al., 1999) il serait interessant de verifier si 1'augmentation de recrutement observe 
est relie a une augmentation de liaison a TYK2. Le mutant SOCS3R71E ne lie pas les JAKs 
activees a cause d'une mutation rendant son domaine SH2 non fonctionnel, semble etre co-
immunoprecipite selon une cinetique similaire a la proteine SOCS3 sauvage. Ce residu est 
requis pour la liaison d'une tyrosine phosphorylee dans la boucle d'activation des JAKs 
menant au recrutement a l'EPOR (Sasaki et al., 1999), mais on observe tout de raeme une 
cinetique de co-immunoprecipitation au PAFR induite par le PAF. Les resultats de 
recrutement obtenus avec ce mutant nous permettent de postuler que comparativement aux 
recepteurs de cytokines, SOCS3 ne semble pas requerir de facon essentielle son domaine SH2 
pour le recrutement direct ou indirect au PAFR. II reste done a demontrer le role de ce 
domaine de SOCS3 sur les effets biologiques du PAF. De son cote, le mutant 
SOCS3ASOCSbox, possede son domaine KIR et son domaine SH2 intact, montre la cinetique 
de recrutement la plus etrange : une forte association au PAFR en absence de stimulation 
suivit d'une dissociation apres une stimulation au PAF. Seule une publication recente 
demontre que la SOCSbox de Cis, membre de la famille des SOCS, est requise pour Her 
directement a l'EPOR (Lavens et al., 2007). Dans le cas present, la SOCSbox n'est pas 
requise pour 1'association au PAFR, puisqu'il y a une forte association basale. Le 
comportement de ce mutant doit done etre imputable a un role encore inconnu de la SOCSbox 
de SOCS3 dans la signalisation du PAFR. II est connu que la presence de la SOCSbox de 
SOCS3 agit comme proteine adaptatrice et recrute diverses proteines, comme dans le cas ou 
SOCS3 devient une ubiquitine ligase (Ilangumaran et al., 2004; Kamura et al., 1998; 
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Ungureanu et al., 2002). SOCS3 ainsi complexe est recrute de facon « normale » au PAFR 
suivant la stimulation au PAF. Cet « encombrement » causee par la SOCSbox entrainerait la 
cinetique de recrutement que Ton observe (Figure 5.2.3 haut, p.168). Alors qu'en absence de 
la SOCSbox, tout ce complexe est absent ce qui cause un recrutement basal important au 
PAFR (Figure 5.2.3 bas, p. 168). La determination des proteines impliquees dans ce complexe 
permettrait d'obtenir une idee des possibles roles de la SOCSbox de SOCS3 dans la 
physiologie du PAF. 
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Figure 5.2.3 : Schematisation de la cinetique d'association de SOCS3 au PAFR 
en presence (haut) ou en absence (bas) de la SOCS box. Inspire de (Johnston, 
2004). 
Pour reduire le champ de recherche des regions impliquees dans l'association de 
SOCS3 au PAFR, nous avons montre que SOCS3 se lie au niveau de la seconde boucle 
intracellulaire et la queue cytoplasmique du PAFR, lorsque ces domaines sont exprimes 
individuellement (Figure 4.2.3A, p. 155). Ceci illustre un premier exemple de liaison entre 
une boucle intracellulaire d'un RCPG et un membre de la famille des SOCS. Cependant, 
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dans notre experience de GST pull-down, la possibility que la liaison soit indirecte entre 
SOCS3 dans le lysat cellulaire et les boucles individuelles ne peut etre exclue. De plus, une 
autre consideration importante a tenir en compte est la structure tridimensionnelle de la 
proteine sauvage par rapport aux sequences proteiques employees ici. En effet, nous 
montrons ici que SOCS3 peut reconnaitre une sequence d'acides amines, mais en 3 
dimensions cette sequence peut etre masquee par le changement conformationel. Seulement 
deux tyrosines sont accessibles sur les boucles intracellulaires du PAFR et le fait que le 
mutant SOCS3R71E est tout de meme recrute au PAFR semblent indiquer que la 
phosphorylation d'une tyrosine sur le PAFR est secondaire pour 1'association. L'endroit 
exact du recrutement de SOCS3 au PAFR reste done a determiner avec certitude. La 
possibility que SOCS3 lie une proteine adaptatrice est bien presente et il y a des exemples de 
proteines adaptatrices dans la litterature : par exemple, au niveau du CXCR4 une sequence 
YIPP dans la queue cytoplasmique est requise pour y recruter SHP2 servant a recruter JAK2 
(AH et al., 1997; Marrero et al., 1998). Un autre exemple, montre que 1'association de JAK2 
a CCR2b depend du motif DRY dans la seconde boucle intracellulaire de CCR2b (Mellado et 
al., 1998). Dans la sequence des acides amines du PAFR, la sequence correspondante au 
DRY du CCR2b possede une phenylalanine en place de la tyrosine (Lukashova et al., 2001). 
Une sequence YXDP dans le recepteur de l'EGF est impliquee dans le recrutement des 
SOCS, meme lorsque le residu tyrosine n'est pas phosphoryle (Xia et al., 2002). Une 
sequence similaire (YXDL) se retrouve dans la proteine Vav et lie SOCS1 (De Sepulveda et 
al., 2000; De Sepulveda et al., 1999). La seule tyrosine accessible du PAFR est dans la queue 
cytoplasmique et n'est pas dans un motif similaire a ces exemples (Lukashova et al., 2001). 
Pour les recepteurs de cytokines, certains acides amines sont essentiels au recrutement 
de SOCS3 comme le Y401 du EPOR et les Y757 et Y759 du gpl30 qui sont dans la portion 
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c-terminale du recepteur (Nicholson et al., 2000; Sasaki et al., 2000; Schmitz et al., 2000). 
Au niveau du PAFR nous montrons que SOCS3 est co-immunoprecipite avec le PAFR et que 
SOCS3 est recrute au PAFRT305, un mutant du PAFR sans la queue cytoplasmique (Figure 
4.2.3B, p. 155). L'absence de la queue cytoplasmique n'empeche pas SOCS3 de s'associer au 
PAFR suggerant done que la queue cytoplasmique est non essentielle pour le recrutement et 
qu'au moins un autre site est accessible a SOCS3 pour sa co-immunoprecipitation en son 
absence. Neanmoins, cette association peut etre indirecte par 1'intermediate d'une proteine 
adaptatrice telle une proteine JAK endogene. Enfin, il est possible que la liaison se fasse 
directement sur une ou plusieurs boucles intracellulaires du PAFR, mais ne les necessitant pas 
toutes de facon concomitante. 
Des travaux de notre laboratoire montrent que TYK2 possede la capacite de s'associer 
de facon constitutive au PAFR (Lukashova et al., 2001). La possibility d'une association 
entre TYK2 et SOCS3 devient done tres probable et a ete evaluee, et il est connu que SOCS3 
peut Her le domaine kinase des JAKs (Nicholson et al., 1999; Suzuki et al., 1998; Yasukawa 
et al., 1999). Nous avons evalue quels domaines de TYK2 (JH7 a JH3) ont la capacite de Her 
SOCS3 grace a l'utilisation de mutants tronques de TYK2 en absence de leurs domaines JH2 
(pseudo-kinase) et JH1 (kinase) domaines plutot impliques dans la fonction inhibitrice de ces 
kinases (Leonard and O'Shea, 1998; Rane and Reddy, 2002). Les domaines de liaison aux 
recepteurs de cytokines sont decrit dans la litterature comme les domaines JH7 a JH3 (Haan et 
al., 2006). Nous montrons ici que SOCS3 lie TYK2 par ses domaines JH7 a JH3, bien que 
simplement JH6 et 7 soient suffisant (Figure 4.2.3C, p. 155). II reste egalement a determiner 
1'importance des domaines pseudo-kinase et kinase de SOCS3. Cette information 
completerait le rapport selon lequel les domaines SH2 et KIR de SOCS3 peuvent Her JAK2 
par le domaine JH1 (Yasukawa et al., 1999).. 
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Globalement, ces donnees montrent clairement que SOCS3 et TYK2 sont impliques 
dans 1'association au PAFR. Ces resultats represented les premieres donnees entourant 
l'aspect moleculaire d'un membre des SOCS sur la signalisation d'un RCPG. Des etudes plus 
poussees devront etre menees pour determiner si un site consensus (comme dans les cas des 
CXCR4 et CCR2b) ou des residus essentiels existent (Y401 du EPOR et les Y757 et Y759 du 
gpl30) (Nicholson et al., 2000; Sasaki et al., 2000; Schmitz et al., 2000). Par mutagenese, des 
sequences importantes pourraient etre identifiees et, suivant le resultat de la figure 4.2.3A 
(p. 155), debuter par revaluation de Pimportance de la seconde boucle intracellulaire du 
PAFR. Neanmoins, la queue cytoplasmique apporte un questionnement interessant, car 
SOCS3 est recrute au PAFRT305 (mutant sans la queue cytoplasmique) malgre le fait que 
SOCS3 peut lier cette queue cytoplasmique lorsqu'exprimee seule {GST pull down). De ces 
resultats nous pouvons suggerer que le recrutement de SOCS3 au PAFR comporte deux 
etapes. Premierement, l'association basale de SOCS3 au PAFR semble etre controlee par la 
SOCSbox de SOCS3. Deuxiemement, l'association induite par une stimulation au PAF 
semble regulee par le domaine KIR de SOCS3. 
5.3 Phosphorylation de SOCS3 induite par le PAF 
La tyrosine phosphorylation est une modification post-traductionnelle courante et 
importante qui est capitale pour une grande quantite de proteines (Barik, 1996; Hubbard and 
Till, 2000; Hunter, 1989). Une telle modification est presente ici comme l'apparition d'une 
tyrosine phosphorylation sur SOCS3 suivant une stimulation au PAF (Figure 4.2.4A, p. 156). 
Nous demontrons que SOCS3 est tyrosine phosphoryle suite a une stimulation par le PAF et 
que cette phosphorylation est rapide (maximale a 10 minutes) et transitoire. Des etudes ont 
demontre que certaines cytokines induisent une tyrosine phosphorylation rapide de SOCS3, 
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similaire a ce que nous observons avec le PAF, suivant leur recrutement aux recepteurs de 
cytokine ce qui suggere un role important pour la tyrosine phosphorylation. Une stimulation 
a PIL-2, l'IL-3, l'EPO et l'EGF entraine une phosphorylation sur seulement 2 residus tyrosine 
de SOCS3, les Y204 et Y221 (Cacalano et al., 2001; Cohney et al., 1999). Nos resultats sont 
differents de ce qui est connu pour ces cytokines, en ce sens que dans leur cas, SOCS3 semble 
etre phosphoryle des son expression (Cohney et al., 1999), alors que dans nos travaux la 
tyrosine phosphorylation est induite alors que SOCS3 est deja presente. Une explication 
possible reside dans le fait que la phosphorylation observee par ces autres groupes soit 
egalement transitoire, mais non distinguable de la proteine deja exprimee a cause de 
1'apparition constante de nouvelles proteines. Pour elucider cette interrogation, une cinetique 
de stimulation semblable a la notre avec PIL-2, l'IL-3, l'EPO et l'EGF permettrait d'y 
repondre. Un autre aspect interessant de nos travaux est la necessite de la presence de TYK2 
pour cette phosphorylation (Figure 4.2.4C, p. 156). Dans la litterature JAK1 et JAK2 
demontrent une capacite a induire une tyrosine phosphorylation de SOCS3 suite a une 
stimulation a PIL-2 (Cohney et al., 1999). Par contre, selon un autre article apres une 
stimulation a PIL-6, SOCS3 semble etre tyrosine phosphoryle par des Src kinases endogenes, 
alors que les JAKs n'y parviennent pas (Sommer et al., 2005). En effet, suite a une 
stimulation par PIL-6 seuls Src, Yes et Fyn ont ete decrits pour induire la phosphorylation de 
SOCS3, alors qu'une phosphorylation de SOCS3 par les JAKs ne peut etre obtenue qu'en les 
sur-exprimant fortement (Sommer et al., 2005). Ce qui contraste avec nos resultats, car nous 
ne voyons pas de tyrosine phopshorylation de SOCS3 en absence de TYK2, ou en presence 
du mutant K930I (kinase inactive). Sommer et ses collaborateurs montrent que JAK1 a 
besoin d'etre en tres grande sur-expression (jusqu'a 5 jug de JAK1 pour 1 u.g de SOCS3) pour 
causer la phosphorylation de SOCS3 (Sommer et al., 2005), ce qui contraste beaucoup avec 
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notre ratio qui est tres faible comparativement a eux (0.25 ug de TYK2 pour 5 ug de SOCS3). 
Notre systeme apporte toutefois 1'information selon laquelle la fonction kinase TYK2 est 
essentielle pour causer la tyrosine phosphorylation de SOCS3 induite par une stimulation au 
PAF. Cette kinase semble ainsi etre dans le haut d'une cascade menant a ce changement. 
Nous n'excluons cependant pas la possibility que d'autre/s kinase/s soit implique, comme le 
suggere I'etude montrant que Fyn peut s'associer et activer TYK2 (Uddin et al., 1997). Nous 
pointons seulement le fait que TYK2 est requise dans la tyrosine phosphorylation de SOCS3 
induite par le PAF. L'evaluation du role d'autre/s kinase/s telle que les Src kinases en lien 
avec TYK2 apporterait plus d'information entourant 1'interrelation entre les differentes 
kinases menant a cette phosphorylation de SOCS3. 
Des etudes ont demontre que la tyrosine phosphorylation sur SOCS3 n'est presente 
que sur les Y204 et Y221 ce qui entraine les divers roles observes, dont la degradation de 
SOCS3 et la degradation de Ras-GAP (Cacalano et al., 2001; Haan et al., 2003). Dans notre 
cas, 1'etude approfondie des residus phosphoryles sur SOCS3 par une stimulation au PAF 
reste une priorite. L'emploi de mutant Y204,221F apportera sans nul doute une reponse claire 
quant a leur utilite dans notre systeme. II faut garder a l'esprit que d'autre/s residu/s sur 
SOCS3 pourraient etre phosphoryles. Cela etant principalement du au fait que dans notre 
systeme TYK2 phosphoryle en tyrosine SOCS3 et que les interrelations entre SOCS3, TYK2 
et le PAFR en sont encore a leurs debuts. 
5.4 Implication de SOCS3 dans certaines voies de signalisation du PAFR. 
Nous avons debute I'etude des roles de SOCS3 sur la signalisation du PAFR en 
verifiant son impact sur la signalisation dependante des proteines G. Le PAFR est couple a 
une Gaq et une Ga, dans plusieurs types cellulaires : monocytes, neutrophiles, CE, etc (Ali et 
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al., 1994; Honda et al., 1994; Ishii and Shimizu, 2000). L'activation de la voie Gaq par le 
PAF peut etre determinee par la mesure de 1'accumulation des IPs dans des cellules 
(Naccache et al., 1985; Parent et al., 1996), qui est un phenomene refletant l'activation des 
PLCpy (Chao and Olson, 1993). Lorsque SOCS3 est exprimee de facon transitoire dans les 
lignees cellulaires, Paccumulation des IPs induite par le PAF reste similaire a celle observee 
en absence de SOCS3 (Figure 4.1.4, p. 107). Comme la litterature ne montre aucune etude 
mettant en evidence une modulation de Gaq par des SOCS, nous rapportons pour la premiere 
fois que SOCS3 ne module pas Paccumulation des IPs dependante des proteines Gaq du 
PAFR dans notre systeme reconstitue dans des cellules COS7. 
Comme SOCS3 est un regulateur de la voie des JAK/STAT nous avons explore le role 
de SOCS3 sur cette voie induite par le PAF dans des cellules MonoMacl. L'etat de 
phosphorylation des STAT1, 3 et 5 actives par le PAF n'est etonnamment pas module par 
SOCS3 (Figure 4.1.7, p.l 11). L'experience presentee est une preuve circonstancielle du role 
de SOCS3 dans cette voie compte tenu que la stimulation des cellules MonoMacl entraine 
une augmentation de SOCS3 (Figure 4.1.1, p. 105). Le role de SOCS3 dans cette experience 
doit etre confirme par l'emploi de siRNA dirige contre SOCS3. Ce resultat nous a tout de 
meme surpris compte tenu que dans une autre experience dependante de TYK2, la presence 
de SOCS3 a eut un effet inhibiteur. En effet, la transcription du promoteur du PAFR est 
dependante de TYK2 et independante de l'activation des proteines G (Lukashova et al., 
2001), et elle est inhibee par la presence de SOCS3 (Figure 4.1.5A, p. 109). II est possible de 
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Figure 5.4.1 : Schematisation des voies d'activation probables du promoteur du 
PAFR. 
II y a de plus en plus d'exemples de modulation croisee impliquant les JAK dans 
d'autres voies de signalisation. JAK2 est requis en plus de Ras et RAF-1 pour activer la voie 
des MAPK ERK1/2 induite par la GH dans des HEK293 transferees (Winston and Hunter, 
1995). Dans des HeLa, PIFNy active RAF-1 independamment de Ras, mais requiert JAK1 
(Sakatsume et al., 1998) et d'autres exemples de modulation croisee de la voie des JAK par la 
famille des Src kinases ont ete mises en evidence (revue dans (Ingley and Klinken, 2006)). 
Cependant, les voies de signalisation ainsi que les sites impliques dans la transcription du 
promoteur du PAFR ne sont pas connus. L'emploi de SOCS3 dans la transcription d'un 
promoteur du PAFR mute au niveau des sites de transcription permettrait de verifier quelle/s 
voie/s est impliquee. 
La litterature nous montre que les SOCS entrainent une desensibilisation croisee dans 
plusieurs situations. Une stimulation a l'IL-3 entraine une augmentation de SOCS3 et une 
perte de signal par STAT3 induite par l'IL-11 dans une lignee cellulaire pro-B (Magrangeas et 
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al., 2001a). Un article montre egalement que dans des cellules IM9 (lignee cellulaire 
lymphocytaire) CXCL12 augmente 1'expression de SOCS1 et SOCS3 entrainant une 
diminution de la signalisation induite par le GH (Garzon et al., 2004). SOCS1 induit par l'IL-
8 permet de diminuer la signalisation du G-CSF dans des neutrophiles (Stevenson et al., 
2004). De facon interessante, d'autres de nos resultats ont cependant mis a jour une 
modulation croisee. Un traitement au PAF sur des cellules MonoMacl desensibilise ces 
dernieres a repondre a un second stimulus, l'OSM, et s'observe par une reduction de la 
phosphorylation des STAT1, 3 et 5 (Figure 4.1.7A, p. l l l ) . II s'agit ici d'une preuve 
circonstancielle qui devra etre renforcee avant d'en tirer des conclusions fermes. SOCS3 est 
deja connu pour inhiber la voie JAK/STAT des membres de la famille gpl30, y compris 
l'OSM (Heinrich et al., 2003; Heinrich et al., 1998; Magrangeas et al., 2001b). II faut 
egalement noter que le type cellulaire est important, car nous avons montre que le PAF induit 
SOCS3 dans des monocytes et non dans des HUVEC (Figure 4.1.1C, p. 105). Une publication 
a cependant demontre que dans des CE la desensibilisation de la signalisation de l'OSM 
n'etait pas due a SOCS3, mais a une molecule inconnue (Mahboubi et al., 2003). L'OSM 
utilise une sous-unite de recepteur OSMR, ou LIFR, combinee en heterodimere avec le gpl30 
pour induire sa signalisation (Heinrich et al., 1998; Pflanz et al., 2004). D'autres etudes 
recentes demontrent clairement que les sous-unites OSMR peuvent entrainer un signal 
independamment du gpl30 et qu'une inhibition de cette voie par SOCS3 dans des mouse 
embryonic fibroblast cells passe par la liaison directe avec JAK1 (Stress et al., 2006) et dans 
le cas de cellules HepG2, SOCS3 peut Her le gpl30 au niveau de la tyrosine 759 pour 
engendrer ses effets inhibiteurs (Schmitz et al., 2000). Une etude plus poussee concernant 
1'influence de SOCS3 induit par le PAF dans la desensibilisation croisee de la signalisation de 
l'OSM revet done une grande importance surtout pour les autres cytokines utilisant le 
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recepteur commun gpl30. II n'est done pas surprenant de trouver que SOCS3 regule par le 
PAF soit ainsi implique dans un de phenomene de desensibilisation croisee. 
Plusieurs voies de signalisation sont impliquees dans tous les phenomenes biologiques 
d'une cellule. Les voies des MAPK ERK, p38 et JNK sont des voies de signalisations 
importantes au niveau cellulaire (revue dans (Schaeffer and Weber, 1999)). L'activation de la 
voie des MAPK-ERK par le PAF se fait de maniere rapide et des travaux de notre laboratoire 
ont demontre que dans des HEK293 transfectee avec le PAFR cette activation est 
independante des proteines G (Chen et al., 2003). Dans le present travail la stimulation de 
HEK293 par le PAF entraine une forte augmentation de la phosphorylation de ERK 1/2 suivie 
d'un retour au niveau basal vers 30 minutes (Figure 4.2.5, p. 157). Les resultats presentes ici 
semblent indiquer que la presence de SOCS3 affecte cette voie de facon a maintenir 
l'activation de cette derniere. De tous les mutants employes, seul le mutant 
SOCS3ASOCSbox entraine une cinetique de phosphorylation de ERK similaire a la cinetique 
du vecteur controle, demontrant ainsi 1'implication de la SOCSbox de SOCS3 dans cette voie 
induite par le PAF. Ces resultats sont comparables a une etude oil SOCS3 degrade la proteine 
Ras-GAP, un inhibiteur endogene de Ras, entrainant ainsi le maintien du niveau d'activation 
de la voie MAPK ERK (Cacalano et al., 2001). Les auteurs ont demontre le caractere 
essentiel de la phosphorylation en tyrosine 204 et 221 de SOCS3 pour interagir avec Ras-
GAP. Une etude recente a egalement montre que la presence SOCS1 pouvait maintenir 
l'activation de la voie des MAPK ERK dans des keratinocytes (Madonna et al., 2008; Yan et 
al., 2008). Une autre etude montre que la presence de SOCS3 permet de diminuer l'activation 
de la voie des ERK lors d'une stimulation de cellules souches embryonaires de souris par le 
leukemia inhibitory factor (Forrai et al., 2006) ou la stimulation de cellules INS-1 (cellules 
secretrices d'insuline) par l'IL-1 (Frobose et al., 2006). Dans notre etude, le mutant 
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SOCS3ASOCSbox, seul mutant depourvu de ces residus utilise ici, ne semble pas influencer 
la cinetique de phosphorylation des ERK induite par le PAF dans notre systeme. 
II est possible de suggerer qu'un mecanisme permettant de maintenir la voie ERK 
activee sur une plus longue periode sert a promouvoir la survie et la proliferation cellulaire. 
Concernant la cinetique temporelle de SOCS3 et de l'activation des ERK, on note que la 
stimulation au PAF entraine une activation rapide des ERK (moins de 5 minutes) (Figure 
4.2.5, p. 152), alors que l'apparition de SOCS3 est plus tardive (environ 30 minutes) (Figure 
4.1.1, p. 105). Ayant montre que la stimulation croisee influence la signalisation du PAFR, il 
est possible de penser que SOCS3 peut-etre induit par un ligand X initial et que lors d'une 






Figure 5.4.2 : Schematisation du role probable de SOCS3 induit par un ligand 
« X » (a droite) sur la cinetique de phosphorylation de ERK induite par le PAF. 
Cependant, vu les differentes cinetiques d'activation de SOCS3 et de ERK par le PAF, 
il est difficile de reconcilier que SOCS3 module la voie ERK induite par le PAF. Une 
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stimulation au PAF active les deux voies de facon concomitante, mais apres 30 minutes la 
phosphorylation de ERK est deja retournee vers les valeurs basales alors que SOCS3 
commence a etre exprime. On peut alors poser l'hypothese de la stimulation croise ou 
simplement d'une seconde stimulation au PAF (Figure 5.4.2, p. 172). Le role de SOCS3 dans 
la voie des MAPK ERK doit done etre investiguer plus en profondeur, car il s'agit d'une voie 
importante de signalisation pour le PAFR. 
La seconde voie des MAPK que nous avons etudiee est celle des MAPK p38. Cette 
voie est impliquee dans plusieurs fonctions cellulaires comme l'apoptose, la diminution de 
proliferation et la synthese de cytokines dont RANTES, le granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor et l'IL-8 ((Hashimoto et al., 2000; Maruoka et al., 2000; Matsumoto et al., 
1998) et revue dans (Herlaar and Brown, 1999; Ono and Han, 2000)). La stimulation au PAF 
entraine egalement l'activation de cette voie dans differentes cellules telle que les 
neutrophiles et les keratinocytes (Chen et al., 2005; Marques et al., 2002). La relation entre la 
voie des MAPK p38 et les SOCS est peu documented, mais des indices recents montrent par 
contre que des liens existent. La voie p38 MAPK est modulee par SOCSlcomme le montre 
l'hyperactivation de cette voie par le TNFa dans des souris SOCS1-/- (Chong et al., 2002). 
L'activation de p38 par l'IL-1 est aussi reduite par SOCS3 (Frobose et al., 2006). La p38 
MAPK a ete impliquee dans la regulation du facteur de transcription activator protein 1 (AP-
1) dans plusieurs cellules (revue sur la voie AP-1 dans (Whitmarsh and Davis, 1996)). II a ete 
demontre que la sur-expression de SOCS3 dans des cellules pituitaires inhibait 1'induction de 
c-fos et JunB, deux proteines du complexe AP-1 (Bousquet et al., 2000). Notre modele 
presente les premieres evidences que l'activation de p38 par le PAF est significativement 
reduite par SOCS3 au debut de l'activation de p38, mais pas a 30 minutes (Figure 4.2.6A, 
p. 158). II est possible que SOCS3 module certains elements de signalisation rapide comme 
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les early induced genes que sont Fos et Jun. Ainsi, en diminuant l'activation precoce de p38 
disponible dans des cellules, il est possible de stipuler que cela reduirait la quantite 
d'effecteurs precoces. 
En comparant les effets des differents mutants de SOCS3 sur l'activation de la p38 
MAPK, nous avons decouvert que la SOCSbox de SOCS3 jouait un role dans la reduction 
observee (Figure 4.2.6B, p. 158). McLaughlin et ses collegues ont propose un modele 
d'endocytose du PAFR requerant le recrutement de l'arrestine 2 et l'activation de la p38 
(McLaughlin et al., 2006). L'arrestine 2 est recrutee au PAFR, s'ensuit la MKK3 (un 
activateur de la p38) et l'activation du complexe ASK-1 et p38. Une explication entourant 
cette publication et notre mutant vient de l'observation que SOCS3ASOCSbox se detache du 
PAFR suivant la stimulation au PAF (Figure 4.2.2, p. 154), ce qui l'empecherait de reduire 
l'activaiton de p38 a 5 minutes. Le recrutement au PAFR de facon normale de la proteine 
SOCS3 serait alors necessaire pour agir sur p38, le mutant SOCS3ASOCSbox etant moins 
present lorsque le complexe de p38/ASK-l/MKK3 est lui recrute. 
Pour ce qui est de la derniere voie des MAPK que nous avons evaluee, celle des JNK, 
il semble que SOCS3 ne module pas la phosphorylation induite par le PAF (Figure 4.2.7, 
p. 159), du moins dans les conditions experimentales que nous avons explorees. Ce resultat 
contraste cependant avec d'autres publications montrant une inhibition de cette voie des 
MAPK par SOCS3 lorsque des INS-1 (cellules secretrices d'insuline) sont stimulees par l'IL-
1, ou encore des cellules de neuroblastomes stimulees par le ciliary neurotrophic factor 
(Frobose et al., 2006; Miao et al., 2008). Les JNK MAPK sont phosphoryles par les MKK4 
et MKK7 (Whitmarsh and Davis, 1996) et leur specificite d'activation derive des proteines 
d'echafaudage qui les recrutent, telle que JNK-interactingprotein (JIP) (Raivich and Behrens, 
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2006; Whitmarsh and Davis, 1996). SOCS3 peut Her JIP et est done un candidat potentiel 
dans la diminution de phosphorylation de JNK (Miao et al., 2008). Dans le cas d'une 
stimulation de cellules INS-1 par PIL-1, SOCS3 diminue l'activation de JNK en inhibant le 
complexe TRAF6/TAK1 (Frobose et al., 2006). Le PAF active la voie des JNK MAPK dans 
differents types cellulaires dont les neurones de l'hippocampe (DeCoster et al., 1998), mais ne 
Pactive pas dans d'autres cellules comme les neutrophiles (Nick et al., 1997). II est possible 
que la cascade d'activation induite par le PAF et menant a l'activation de JNK comprenne des 
proteines qui ne sont que peu ou pas affectees par SOCS3, revelant ainsi une cinetique 
d'activation de JNK qui n'est pas influencee par SOCS3 dans nos conditions experimentales. 
II semble ainsi y avoir beaucoup de specificite dans le mode d'action de SOCS3 sur 
les voies de signalisation MAPK du PAFR. Nos resultats montrent une action prolongee de la 
voie ERK, une inhibition de la voie p38 precoce et aucune modulation de la voie JNK. Ces 
resultats peuvent sembler discordants, mais on trouve dans la litterature quelques exemples 
similaires. Ainsi, SOCS1 est capable d'inhiber l'apoptose induite par le TNFoc en 
prolongeant la voie des ERK, mais sans passer par la voie p38 (Yan et al., 2008). II est 
egalement connu que la voie de p38 est implique dans l'apoptose, alors que la voie ERK est 
plutot associee a la survie cellulaire (Revue dans (Schaeffer and Weber, 1999)). II est 
documente que le PAF peut induire l'apoptose dans plusieurs types cellulaires sous certaines 
conditions (Loucks et al., 2003; Lu et al., 2004; Wu et al., 2003a). II est egalement propose 
que ERK et p38 possedent des roles opposes dans l'apoptose (Xia et al., 1995). On pourrait 
alors proposer un role de SOCS3 dans la signalisation de ces voies des MAPK induite par le 
PAF. Nous avons montre que SOCS3 reduit l'activation precoce de p38 (reduisant la quantite 
de proteines pro-apoptotiques) et permet de prolonger Taction de la voie ERK. Placer 
ensemble ces deux observations forcent l'hypothese selon laquelle SOCS3 dans la 
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signalisation du PAFR permet aux cellules de survivre en contexte pro-inflammatoire. 
Plusieurs possibilite interessantes s'offrent devant nous en prenant compte ces trois voies des 
MAPK et le role que SOCS3 semble y jouer. Plus de travaux sont cependants necessaire en 
ce qui a trait a SOCS3 et la modulation de proteines pro-apoptotiques induite par le PAF. 
5.5 Implication de SOCS3 dans certaines fonctions biologiques du PAF. 
Afin d'evaluer l'impact de SOCS3 sur diverses fonctions biologiques, nous avons 
debute par examiner le role de SOCS3 sur la transcription de promoteurs de cytokines induite 
par le PAF. En effet, un processus propose pour expliquer les effets inflammatoires a long 
terme du PAF, autre que la regulation positive du promoteur du PAFR par le PAF lui-meme, 
est la regulation a la hausse de l'expression de cytokines pro-inflammatoires tels l'IL-6, le 
TNFoc et l'IL-8 (Denault et al., 1997; Dubois et al., 1989; Gaumond et al., 1997; Lacasse et 
al., 1997; Thivierge and Rola-Pleszczynski, 1992). Notre etude montre qu'en presence de 
SOCS3 il y a une reduction significative de la transcription du promoteur de l'IL-6 induite par 
le PAF dans des HEK293 (Figure 4.1.5B, p. 109). L'etude de la transcription d'un promoteur 
est complexe a cause des multiples voies intervenant lors de la transcription. II semble 
evident que l'inhibition de la transcription du promoteur de l'IL-6 est controlee par plusieurs 
voies de signalisation et facteurs de transcription. Sur ce promoteur de l'IL-6, des sites AP-1, 
NF-IL-6 (C/EBP) et NF-Kb sont presents, en plus d'un site pour les STAT (Faggioli et al., 
2004). SOCS3 a ete associe a la regulation de la signalisation de l'IL-6 (revue dans (Heinrich 
et al., 2003; Heinrich et al., 1998)), mais moins d'attention a ete porte a la regulation de son 
expression/secretion. La presence de SOCS3 a par contre ete associee a l'inhibition de la 
production d'IL-6 induite par les LPS dans des macrophages (Berlato et al., 2002) et la 
surexpression de SOCS3 dans des cellules malignes d'histiocytome fibreux en a reduit leur 
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secretion d'IL-6 (Shouda et al., 2006). II a egalement ete demontre que SOCS3 reduit la 
secretion d'IL-6 en modulant JAK2 et STAT3 dans des cellules pancreatiques (Yu et al., 
2008). Afin d'elucider le/s site/s responsible pour la transcription de ce promoteur de l'IL-6 
induite par le PAF et les cibles potentielles de SOCS3, il sera necessaire d'utiliser des 
constructions du promoteur a l'IL-6 avec des sites de transcription mutes. 
II faut noter que Pemploi de nos mutants de SOCS3 nous a permis de montrer que les 
domaines KIR et SOCSbox de SOCS3 sont non essentiels dans la fonction inhibitrice de la 
transcription du promoteur de l'IL-6. L'expression des mutants SOCS3AKIR et 
SOCS3ASOCSbox entraine une diminution de la transcription du promoteur de l'IL-6 induite 
par le PAF qui est similaire a la diminution observee en presence de SOCS3 sauvage (Figure 
4.2.8A, p. 160). Ceci semble suggerer que la diminution observee ne passe par un mecanisme 
impliquant l'inhibition de JAK (KIR) ou une possible degradation proteique (SOCSbox). 
Contrastant avec ces 2 mutants, l'expression du mutant SOCS3R71E ne reduit pas la 
transcription du promoteur a l'IL-6 induite par le PAF. SOCS3 doit done Her une proteine 
tyrosine phosphorylee, encore non identifiee, pour diminuer la transcription, bien que nous 
ayons montre que SOCS3R71E est tout de meme recrute au PAFR. 
Une autre cytokine pro-inflammatoire regulee positivement par le PAF est l'IL-8. Le 
PAF induit une forte transcription du promoteur de l'IL-8 (Figure 4.2.8B, p. 160), mais 
comme dans le cas du promoteur de l'IL-6, la presence de SOCS3 reduit de facon importante 
cette transcription. Notre promoteur contient des sites pour les facteurs de transcription NF-
Kb, AP-1 et NF-IL-6 (Vlahopoulos et al., 1999). II est important de noter l'absence de site 
consensus pour les STAT sur ce promoteur. II est connu que le site NF-KB joue un role 
majeur pour l'induction de la transcription du promoteur de l'IL-8 par 1TL-1 et le TNFa 
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(Mukaida et al., 1990). Ce fait, jumele a la reduction importante observee de la transcription 
par SOCS3, suggere fortement que SOCS3 regule d'autres facteurs de transcription que les 
STAT. Cela permet egalement de poser l'hypothese selon laquelle la transcription de ce 
promoteur peut utiliser l'activite des JAK sans le recours a des sites de transcription pour les 
STAT. Cette situation est non sans rappeler nos resultats ou la transcription du promoteur du 
PAFR passe par TYK2 et est reduite par SOCS, bien que 1'activation des STAT soit 
maintenue (Figures 4.1.5A, p.109 et 4.1.7B, p.l 11). L'utilisation de nos mutants a permis de 
constater que, comme dans le cas du promoteur de 1TL-6, les domaines KIR et SOCSbox ne 
sont pas requis pour causer la baisse de transcription observee (Figure 4.2.8, p. 160). 
Cependant on remarque que le mutant SOCS3R71E cause une baisse de transcription, bien 
que modeste. Ce resultat suggere que, de facon similaire au resultat avec le promoteur de 
1TL-6, SOCS3 doit lier une proteine phosphorylee en tyrosine pour pouvoir causer la pleine 
inhibition de ce promoteur. Dans le cas des promoteurs de l'IL-6 et IL-8, il n'y a pas (ou tres 
peu) de changement de transcription lorsque le mutant R71E est present. II possede ses 
domaines KIR et SOCSbox intacts, supportant l'idee que ces domaines ne sont pas essentiels 
dans 1'inhibition de la transcription de ces promoteurs. De plus, SOCS3R71E possede une 
cinetique de recrutement similaire au SOCS3, ce n'est done pas a cause d'un recrutement 
deficient que la transcription n'est pas affectee. Ce resultat contraste avec l'etude qui a 
montre un defaut de recrutement de SOCS3R71E a l'EPOR dans des HEK293, ce qui entraine 
une phosphorylation maintenue de STAT5 (Sasaki et al., 1999). Dans notre cas nous pouvons 
suggerer que le recrutement au PAFR n'est peut-etre pas en cause et que la non-inhibition 
observee provient probablement d'une proteine phosphorylee en tyrosine en aval qui ne serait 
pas inhibee. La voie p38 induite par le PAF n'est egalement pas modulee par le mutant 
R71E. II serait done interessant de verifier le role de SOCS3 sur la voie p38 en relation avec 
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la transcription des promoteurs de l'IL-6 et de l'IL-8 induite par le PAF. Certaines evidences 
suggerent ainsi une possible implication de la voie p38 MAPK dans la transcription de ces 
promoteurs (Andoh et al., 2004; Park et al., 2003). 
Comme notre promoteur de l'IL-8 ne comportait pas de site consensus pour les STAT, 
nous avons poussee 1'etude avec l'emploi de promoteur mute aux differents sites de 
transcription (Figure 4.2.9, p. 161). La deletion du site NF-Kb permet de constater une perte 
complete de la transcription induite par le PAF, suggerant un role essentiel de ce site. Le 
caractere essentiel de ce site pour 1'induction par le PAF de la transcription du promoteur de 
l'IL-8 par le TNFa a d'ailleurs deja ete demontre (Mukaida et al., 1990; Vlahopoulos et al., 
1999). La transcription induite par la PAF du promoteur de 1TL-8AAP1 est diminuee, mais 
de maniere incomplete, la transcription residuelle etant causee par une autre voie. Cependant, 
le fait qu'ici SOCS3 ne module pas cette transcription residuelle induite par le PAF semble 
ainsi indiquer qu'il module cette voie. Le dernier site etudie sur ce promoteur est le site NF-
IL-6 (C/EBP). L'ablation de ce site n'a pas affecte la transcription de ce promoteur suggerant 
que son role est non essentiel dans les conditions utilisees. 
Finalement, une synergie des voies NF-Kb et AP-1 pourrait etre a l'origine de la 
transcription maximale de 1TL-8 induite par le PAF (Figure 5.5.1, p. 186). Somme toute, le 
site NF-Kb est essentiel a la transcription de ce promoteur de 1TL-8, le site NF-IL-6 n'est pas 
requis et le site AP-1 semble etre la voie ciblee par SOCS3 pour causer une diminution de la 
transcription de ce promoteur de 1TL-8. Le role essentiel de la voie NF-Kb est evident et 
elucider le role probable de SOCS3 sur cette voie. La voie NF-Kb fait l'objet de modulation 
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Figure 5.5.1 : La transcription du promoteur de l'IL-8 induite par le PAF est 
reduite en presence de SOCS3 et son role probable sur la voie d'activation du 
site AP-l. 
par la famille des SOCS dans des monocytes et la lignee HeLa (Kimura et al., 2005; Ryo et 
al., 2003). SOCS3 egalement decrit comme regulateur negatif de la transcription de certains 
sites de transcription en modulant les facteurs de transcription comme c-Jun dans des coeurs et 
cardiomyocytes isoles de rats (Calegari et al., 2003) et c-fos dans des cellules souches 
embryonnaires de souris (Duval et al., 2000). Ces exemples donnent des indices quant aux 
differentes options s'offrant a nous dans la poursuite de l'etude de ces 2 promoteurs (IL-6 et 
IL-8). SOCS3 joue un role sans equivoque dans le maintien d'une balance pro-inflammatoire 
vs anti-inflammatoire qui est induite par le PAF. Une meilleure comprehension de son role 
dans ces voies permettrait de mettre a jour les mecanismes pouvant etre defectueux lors de 
certaines pathologies. 
L'etude presentee ici a ensuite evalue deux phenomenes pro-inflammatoires essentiels 
et physiologiques, mais qui peuvent devenir deleteres s'ils ne sont pas controles finement: 
l'adhesion cellulaire et la migration cellulaire. L'adhesion cellulaire est un phenomene tres 
complexe impliquant une grande quantite de proteines. Cette etape entraine l'activation des 
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cellules circulantes de facon a leur permettre de migrer vers le gradient chimiotactique (Revue 
dans (Imhof and Aurrand-Lions, 2004)). La relation entre les SOCS et 1'adhesion est encore 
mal definie, mais des indices permettent de croire que les SOCS possedent un role important 
dans ce phenomene. Des evidences liant 1'adhesion a 1'activation de la voie des JAK/STAT 
sont bibliographiees. L'activation de la voie JAK/STAT implique une regulation negative de 
STAT3 et de la kinase FAK par SOCS3, car lorsque SOCS3 est regule a la baisse, la motilite 
cellulaire est augmentee (Niwa et al., 2005). 
Nous voulions determiner Pimplication de SOCS3 dans l'adhesion de cellules 
MonoMacl a des HUVEC activees par le PAF. Premierement, 1'adhesion des leucocytes aux 
CE depend presqu'essentiellement de l'activation des CE et non de l'activation des leucocytes 
(Garcia et al., 1988). L'activation des CE par le PAF induit la redistribution membranaire de 
la P-selectine et la production de PAF, qui sera ancree a la membrane, mettant les CE en 
situation pro-adhesive (Bussolino and Camussi, 1995). Nous avons montre que le PAF 
pouvait induire SOCS3 dans les cellules monocytaires, mais pas dans les HUVEC (Figure 
4.1.1, p.105). L'experience d'adhesion presentee nous permet d'apprecier le cote selectif de 
SOCS3 dans ce phenomene physiologique qui est induit par le PAF. Ainsi, en conditions 
basales, le PAF induit une forte adhesion des cellules MonoMacl aux HUVEC. La nouveaute 
porte sur la demonstration que la presence de SOCS3 dans les MonoMacl est impliquee dans 
la reduction de l'adhesion. En bloquant le SOCS3 disponible par les siRNA, il y a une 
augmentation de l'adhesion laissant suggerer une implication directe de SOCS3 dans le 
controle de ce processus inflammatoire. L'emploi des siRNA contre SOCS3 a permis de 
renforcer l'idee du role de SOCS3 dans l'adhesion induite par le PAF. 
181 
Comme hypothese, quelques proteines peuvent etre suggerees pour expliquer un tel 
role de SOCS3 dans ce phenomene d'adhesion. D'abord, la P-selectine exposee a la surface 
cellulaire des HUVEC a ete demontre pour agir de fa9on a augmenter le tethering, entrainant 
un meilleur contact entre le PAF associe aux CE et les PAFR sur les cellules circulantes 
(Lorant et al., 1991; Zimmerman et al., 1990). II est bien connu que suivant l'engagement des 
selectines et des autres molecules d'activation les cellules impliquees dans le processus de 
tethering s'engagent vers Padhesion ferme (Adams and Shaw, 1994; Bevilacqua, 1993; 
Granger and Kubes, 1994). Apres cet engagement initial, il doit y avoir une dissociation des 
selectines pour aller vers Padhesion ferme, principalement par les integrines (Lawrence and 
Springer, 1991). Par contre, bien que le tethering soit cause par les CE activees, la 
stimulation des neutrophiles cause une perte de tethering par un desengagement de la P-
selectine (Bruehl et al., 1997; Lorant et al., 1995). Cette perte de liaison initiale serait causee 
par une redistribution des contre-ligands des selectines et dependrait de P interaction au 
cytosquelette suivant Pactivation des neutrophiles par certains ligands dont le PAF (Bruehl et 
al., 1997; Lorant et al., 1995). Cette dissociation des selectines et Pinteraction au 
cytosquelette serviraient aux cellules pour se polariser et adherer fermement. Nous 
demontrons que nos cellules MonoMacl stimulees au PAF adherent mo ins au HUVEC, ce 
qui pourrait etre causee par ce genre de redistribution, mais Pemploi des siRNA contre 
SOCS3 permet de d'affirmer que SOCS3 est implique dans la perte d'adhesion observee. 
Comme la presence de ces siRNA ne permet pas de retrouver le plein potentiel d'adhesion, on 
peut poser Phypothese qu'en fait SOCS3 est un joueur permettant de moduler la quantite 
d'adhesion initiale possible. Sans SOCS3, il y a un maximum d'adhesion et un risque plus 
eleve de voir une trop grande affluence de cellules inflammatoires au site inflammatoire. Par 
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contre, en presence de SOCS3, la quantite d'adhesion initiale (tethering) est diminuee, ce qui 
reduit l'affluence des cellules inflammatoire (Figure 5.5.2, p. 189). 
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I I I I M ^ ~ contreligands ~ » | | | | | | 
Endothelium 
= Adhesion = Adhesion reduite 
Figure 5.5.2 : L'adhesion des Monomacl a des cellules endotheliales est 
reduite en presence de SOCS3 induit par le PAF. 
Des publications font etat de membres des SOCS qui peuvent interagir avec le 
cytosquelette et pourrait done etre impliques dans l'adhesion. Par exemple, SOCS7 peut lier 
la vinexine et le cytosquelette d'actine et SOCS3 peut lier Nek et Crk, deux proteines 
adaptatrices liant le cytosquelette (Martens et al., 2004; Sitko et al., 2004). L'implication de 
SOCS3 dans le tethering reste a demontrer et d'autres proteines peuvent egalement etre en 
cause. 
L'interaction plus efficace entre les cellules circulantes et les CE causee par les 
selectines a la surface des CE entraine, entre autre, l'activation des integrines (CD11/CD18) a 
la surface des cellules circulantes et de leurs contre-ligands les cellular adhesion molecules 
(ICAM1 et ICAM2) et vascular endothelial cell adhesion molecules-1) a la surface des CE 
(Adams and Shaw, 1994; Bevilacqua, 1993; Granger and Kubes, 1994; Krieglstein and 
Granger, 2001; Zimmerman et al., 1996a). La voie des JAK/STAT est impliquee dans 
certaines cas d'activation des integrines (Brizzi et al., 1999; Weissenbach et al., 2004) et peut 
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done etre une cible de SOCS3 pour en moduler les effets. Une autre proteine fortement 
impliquee dans l'adhesion cellulaire est la focal adhesion kinase (FAK), qui est capable 
d'interagir directement avec la voie des JAK/STAT par l'interaction et l'activation de STAT1 
(Guan and Shalloway, 1992; Hanks et al., 1992; Schaller et al., 1992; Xie et al., 2001). Ce 
sont done deux autres exemples pouvant etre directement impliques dans l'adhesion et regules 
par le SOCS3 induit par la stimulation au PAF. 
Bien sur, Phypothese suggeree ici tient compte de nos donnees relatives aux etudes 
precedentes. L'augmentation de SOCS3 declenchee par le PAF dans les cellules 
monocytaires peut entrainer une diminution de la machinerie responsable de l'adhesion 
observee. Ce mecanisme permettrait ainsi de diminuer la quantite de cellules circulantes 
recrutees a un raeme site en diminuant l'adhesion initiale de celles-ci. Le PAF induit 
d'importantes modifications pro-adhesives; (redistribution de la P-selectine (Lorant et al., 
1995; Lorant et al., 1991; Zimmerman et al., 1986), activation des integrines (Zimmerman et 
al., 1996a; Zimmerman et al., 1996b), activation de la FAK (Soldi et al., 1996), etc.). II est 
important de dissequer avec beaucoup de discernement les differentes etapes et proteines 
impliquees dans l'adhesion initiale. 
Le but ultime de l'adhesion cellulaire est de recruter les cellules circulantes vers les 
sites d'inflammation. L'etape qui regit ce recrutement est l'adhesion, mais la capacite d'une 
cellule a se diriger en remontant le long d'un gradient chimiotactique est la migration 
cellulaire (Imhof and Aurrand-Lions, 2004; Madri and Graesser, 2000; Muller and Randolph, 
1999). La proteine Gai activee par le PAFR (AH et al., 1994; Honda et al., 1994; Ishii and 
Shimizu, 2000) possede un role essentiel pour la migration cellulaire, comme le montre 
P inhibition de la migration en presence de la toxine pertussique (inhibiteur de proteines Gaj) 
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(Haribabu et al., 1999), ou l'inhibition de la migration des basophiles de rats leucemiques 
(Brown et al., 2006; Neptune and Bourne, 1997). Des monocytes ou de cellules MonoMacl 
stimules au PAF, subsequemment soumis a un gradient chimiotactique vers le PAF, voient 
leur migration significativement inhibee (Figure 4.1.6B-C, p. 110). L'utilisation d'ARN 
d'interference contre SOCS3 permet de demontrer 1'implication de SOCS3 dans le 
phenomene de migration monocytaire vers le PAF. La regulation de la migration par SOCS3 
de cellules FIEK vers la chimiokine CXCL12 appuie cette observation (Soriano et al., 2002). 
Un autre exemple est la mobilisation des cellules souches Sca+c-Kit+Lin- vers un gradient de 
CXCL12 dont la migration est bloquee en presence de SOCS3 (Pello et al., 2006). Par 
ailleurs, la chimiotaxie vers le PAF peut s'effectuer a des concentrations tres faibles (10" M) 
(Haribabu et al., 1999; Prescott et al., 1990), c'est-a-dire beaucoup plus faible que pour 
induire l'expression de SOCS3 ou la concentration efficace observee se situe pres de 10"8 M 
(Figure 4.1.1, p. 105). II peut ainsi y avoir un recrutement cellulaire sans causer 
d'augmentation de l'expression de SOCS3 (Figure 5.5.3, p.191). On peut supposer que 
lorsque des monocytes arrivent au site d'inflammation en ayant remontes le gradient 
chimiotactique (faibles concentrations), feront face a une concentration de PAF plus 
importante, ce qui induira l'expression de SOCS3 et reduira leur migration subsequente. Les 
PAFR JAFR PAFR 
Fig.5.5.3 : La migration des monocytes est reduite en presence de SOCS3 
induit par le PAF. 
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monocytes qui auront remontes ce gradient seront alors desensibilises, migreront moins et 
seront arrives au niveau du site d'inflammation. Les cellules qui sont deja presentent au 
site d'inflammation seront-elles soumises a des concentrations de PAF capable d'engendrer la 
synthese de SOCS3. La demi-vie de SOCS3 est d'environ 1 heure 30 minutes (Heinrich et 
al., 2003). On peut done supposer que la stimulation au PAF causera une regulation positive 
de SOCS3, mais que ce SOCS3 induit par le PAF ne modulera pas la migration des cellules 
qui quittent le site quelques heures plus tard. 
Cependant, il fallait eliminer l'hypothese selon laquelle la diminution de migration 
observee etait imputable a une desensibilisation du PAFR. Les RCPG sont connus pour etre 
desensibilise rapidement apres stimulation par leur ligand (Ali et al., 1994; Ishii et al., 1998). 
Nous avons demontre que le PAFR, desensibilise transitoirement, retourne a la surface 
cellulaire a plus de 80% en moins de 30 minutes (Le Gouill et al., 1997). Nous avons traite 
les monocytes de la meme maniere que lors de l'essai de migration, mais nous avons ensuite 
compare la mobilisation calcique (Figure 4.1.6D, p. 110). Comme il n'y a pas de difference 
significative dans la mobilisation de calcium, cela suggere que ce type de traitement au PAF 
permet aux cellules de repondre a un second stimulus au PAF dans ce laps de temps. Ce 
resultat de mobilisation calcique combine au resultat de migration en presence d'ARN 
d'interference contre SOCS3 indique que la diminution de migration des monocytes et des 
cellules MonoMacl est en partie imputable a SOCS3. II faudra cependant garder a l'esprit 
que plusieurs cibles proteiques sont ainsi des candidates pour une modulation par SOCS3 et 
une des plus susceptible est la focal adhesion kinase (FAK) (Blankenberg et al., 2003; Cox 
and Huttenlocher, 1998; Rose et al., 2007). SOCS1 et SOCS3 sont connus pour interagir avec 
la FAK pour inhiber la migration en en causant la degradation, reduisant ainsi la motilite des 
cellules fibroblastiques (Liu et al., 2003). II y a egalement PYK2, une proche parente de FAK 
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impliquee dans la migration de macrophages (Okigaki et al., 2003), qui peut etre inhibee par 
SOCS3 dans des cellules A549 (Zhang et al., 2008). II serait interessant de pousser plus loin 
les recherches entourant cette diminution de migration pour trouver le mecanisme/proteine 
qu'inhibe SOCS3. Nos resultats montrent clairement un role de SOCS3 dans le phenomene 
d'adhesion, mais egalement dans celui de la transmigration. Nos tests sont cependant 
effectues en conditions statiques. Un montage experimental plus developpe mettant des CE 
en culture sous un flot, tel que decrits dans (Burns et al., 1999; Gopalan et al., 2000), 
permettrait d'observer la cascade complete menant a la transmigration des cellules circulantes 
et apporterait beaucoup d'information quant aux roles de SOCS3 dans ces conditions. De 
plus, cela apporterait des elements importants d'information sur 1'implication de SOCS3 dans 
1'adhesion et la transmigration des monocytes a travers des CE. 
Un point interessant a observer sur la figure de chimiotaxie (Figure 4.1.6B, p.l 10) est 
le fait que la regulation positive de SOCS3 par le pretraitement au PAF entraine, non 
seulement une baisse de chimiotaxie vers le PAF, mais une baisse de chimiotaxie vers le 
LTB4. II s'agirait ainsi de modulation croisee, ou heterologue, par SOCS3, un 2e cas pour le 
PAFR presente dans ce travail (voir figure 4.1.7A, p.l 11). Des exemples de ce genre de 
modulation ont deja ete repertories. La litterature montre que les SOCS entrainent une 
desensibilisation croisee : une stimulation a l'IL-3 entraine une augmentation de SOCS3 et 
une perte de signal par STAT3 induite par l'IL-11 (Magrangeas et al., 2001a). Un article 
montre egalement qu'une chimiokine (CXCL12) augmente l'expression de SOCS1 et SOCS3 
entrainant une diminution de la signalisation induite par le GH (Garzon et al., 2004). SOCS1 
induit par l'IL-8 permet de diminuer la signalisation du G-CSF (Stevenson et al., 2004). 
Comme mentionne auparavant il est encore trop tot pour determiner le mecanisme/proteine 
implique dans la migration vers le PAF, ou le LTB4, qui est affectee par SOCS3. 
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6.0 CONCLUSION 
Les presents travaux de cette these apportent des elements nouveaux sur le role de 
SOCS3 dans la physiologie du PAFR. Ce que nous avons trouve est par contre empreint de 
selectivity, car SOCS3 semble jouer pour le PAFR un role tres selectif. SOCS3 est regule de 
facon rapide par le PAF dans les monocytes, mais pas dans les HUVEC. SOCS3 est recrute 
au PAFR, mais seulement en presence d'une stimulation au PAF. SOCS3 est phosphoryle en 
residu tyrosine, mais seulement en presence de TYK2. SOCS3 ne module pas la voie de Gaq 
(IP3), mais module la voie Gaj (migration). SOCS3 ne module pas la phosphorylation des 
STAT 1, 3 et 5 induite par le PAF, mais module negativement la voie de TYK2 (activation du 
promoteur du PAFR) et la phosphorylation des STAT 1, 3 et 5 induite par 1'OSM. SOCS3 ne 
module pas la voie des JNK MAPK, prolonge la voie des ERK MAPK et module 
negativement l'activation precoce de la voie de p38 MAPK. Enfin, SOCS3 semble jouer un 
role unanime de reduction de 1'adhesion et la migration cellulaire. 
Les interactions entre les SOCS et les recepteurs de cytokines sont bien documented, 
mais inexistantes concernant les interactions des SOCS et du PAFR. Nos travaux montrent 
qu'il y a bel et bien une interaction entre SOCS3 et le PAFR et qu'une stimulation au PAF 
entraine une modification post traductionnelle (phosphorylation en tyrosine) sur SOCS3, mais 
seulement en presence de TYK2. Nous montrons que SOCS3 joue un role significatif dans 
plusieurs voies de signalisations du PAFR activer par une stimulation au PAF. Enfin, la 
presence de SOCS3 dans des phenomenes physiologiques imputables au PAF peut etre percue 
comme une protection naturelle visant a eviter une sur-inflammation. L'etude du role de 
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S0CS3 dans des pathologies a caractere inflammatoires imputables au PAF pourrait apporter 
des elements de reponses quant aux causes possibles de ces pathologies. 
Nos travaux ont permis de demontrer que le PAF fait parti des mediateurs 
inflammatoires dont les reponses biologiques sont modulees par au moins un membre de la 
famille des SOCS. Nous montrons que SOCS3 module un large eventail de voies 
intracellulaires et effets biologiques du PAF, mais ce n'est que la pointe de l'iceberg. Nous 
pouvons done emettre l'hypothese que les roles de SOCS3 dans diverses conditions 
inflammatoires induites par le PAF peuvent etre de nature tant physiologique (controle 
efficace de SOCS3) que pathologique (controle deficient de SOCS3). L'implication de 
SOCS3 dans certainses conditions experimentales observees permet de croire que plus est a 
decouvrir entre le PAF, son PAFR et SOCS3. 
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7.0 ANNEXES 
7.1 Figures agrandies de 1'article 1 
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7.2 Solutions utilisees 
Ammonium formate 1,5 M: 94,56 g d'ammonium formate 
4,24 mL d'acide formique (88%) 
Dissoudre dans 1L avec H2O 
Ammonium formate 20 mM: 4,24mL d'acide formique (88%) 
13,3 mL d'ammonium formate (1,5 M) 
Completer a 1L avec H2O 
Bleu de chargement 5x pour ARN: 16uLEDTApH8.0(0.5M) 
720uL Formaldehyde (37%) 
3084u,L Formamide 
Bleu bromophenol (0.5%) 
2mL Glycerol 
5mL Tampon MOPS (10X) 
*En conditions sans ARNase* 
Bleu de chargement 4x pour proteines: Tris HC1 pH 6,8 (0,4 M) 
SDS (10%) 
P mercapto-ethanol (20%) 
Bleu bromophenol (0.5%) 
Glycerol (50%) 
Bromure d'ethidium 10 mg de bromure d'ethidium 
1 mL H20 
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Gel d'agarose (1%) 1,0 g d'agarose 
100 mL de tampon TAE 
5 uL bromure d'ethidium (10 mg/mL) 
Chauffer l'agarose dans le TAE jusqu'a dissolution complete. Ajouter le bromure d'ethidium 
lorsque le melange est refroidit (~35°C) et couler dans le moule. 
Gel de resolution Bis acrylamide: Produit 
H20 























Gel de tassement Bis acrylamide: 
Produit 
r e -











Inhibiteurs de tampon de lyse 
Produit (concentration finale) 
AEBSF (1 ng/mL) 
Leupeptine (1 uM) 
Aprotinine (2 u.g/mL) 
Inhibiteur de trypsine de soya (100 u,g/mL) 
Calyculine A (1 nM) 
Na3V04 (1 mM) 
Acide Okadaic (15 nM) 
Fonction 
Inhibiteur irreversible de serine protease 
Inhibiteur reversible de trypsine et de cysteine 
protease 
Inhibiteur de kallikreine 
Inhibiteur de trypsine 
Inhibiteur de Serine-Threonine phosphatases 
Inhibiteur de tyrosine phosphatases 
Inhibiteur de Serine-Threonine phosphatases 
Hybridation pour Northern: Tris-HCl pH 7,4 (120 mM) 
NaCl (600 mM) 
EDTA 0,5 M (8 mM) 
Na4P207 (0,1%) 
SDS (final 0,2%) 
Heparine (final 625 u,g/mL) 
Sulfate de dextran (final 10%) 
*En conditions sans ARJSfse* 
MOPS 10X: 20,95 g de MOPS 
3,9 g de Tris-H20-sodium acetate 
1,3 g de EDTA di sodique 
Dissoudre dans 500 mL H2O sans ARNase 
*En conditions sans ARNase* 
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PBS 25X: 200 g deNaCl 
5 g de KC1 
67 g de Na2HP04 
6 g de KH2P04 
Completer a 1 L avec H2O 
Ajuster pH a 7,4. 
Pre-hybridation pour Northern: Tris-HClpH7.4(120mM) 
NaCl (600 mM) 
EDTA 0,5 M (8 mM) 
Na4P2O7(0,l%) 
SDS (0,2%) 
Heparine (100 u.g/mL) 
SSC-20X: 175,3 gde NaCl 
88,2 g de Tri-sodium citrate 
Dissoudre dans 1L H 2 0 sans ARNase. 
*En conditions sans ARNase* 
Tampon TAE 50X: 242g de Tris base 
57,1 mL d'acide acetique glacial 
100 mLde EDTA 0,5M 
Completer a 1 L avec H20 
Ajuster pH a 8,5 
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Tampon de migration SDS-PAGE 5X: 
Tampon de transfer! Western: 
Tampon de lyse luciferase stock: 
Tampon de lyse luciferase: 
Tampon d'essai luciferase stock: 
15,1 gde Tris base 
94 g de Glycine 
50mLdeSDS(10%) 
Completer a 1L avec H2O 
1,45 gde Tris base 
7,2 g de Glycine 
200 raL de Methanol (100%) 
Completer a 1L avec H20 
6,25mLdegly-gly(lM) 
l,9mLdeMgS04(lM) 
2,0 mL de EGTA (0,5 M) 
Completer a 250 mL avec H2O 
Ajuster pH a 7,8 
25 mL de tampon de lyse luciferase stock 
1 mL de Triton X-100 (25%) 
50 uL de DTT (1 M) 
640 uL de gly-gly (1 M) 
380 uL de MgS04 (1 M) 
200 uL d'EGTA (0,5 M) 
380 uL de K2HP04 (1 M) 
Completer a 25 mL avec H20 
Ajuster pH a 7,6 
202 
Tampon d'essai luciferase: 5 mL de tampon d'essai luciferase stock 
300 nLd'ATP (0,1 M) 
Tampon de lyse (Inhibiteurs): Leupeptin (1 uM) 
Aprotinin (2 u,g/mL) 
Soybean trypsin inhibitor (100 u.g/mL) 
AEBSF 0 
Calyculin A (1 nM) 
Na3V04(l mM) 
Okadaicacid(15 nM) 
Tampon de lyse RIPA: 3 mL de NaCl (5 M) 
5 mL de Tris-HCl (1 M; pH 7.5) 
1 mL dTGEPAL 
10 mL de Na-deoxycholate (5%) 
10 mL de Na-pyrophosphate (100 mM) 
0,1 mLdeNaF(lM) 
lmLdeSDS(10%) 
1 mL d'EDTA (0,5 M) 
Competer a 100 mL et ajuster le pH a 7,4 
Tampon de lyse de phosphorylation stock: 2 mL de NaCl (5 M) 
10 mL de Tris-HCl (1 M; pH 7.5) 
3 mL MgCl2 (1 M) 
1 mL d'EDTA (0,5 M) 
1 mL d'EGTA (0,5 M) 
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Tampon de lyse de phosphorylation: 
Tampon au Tris (TBS) 10X: 
TBS-T-STAT 10X: 
100 |J,L de tampon de lyse de phosphorylation stock 
100 |iL de Na-deoxycholate (5%) 
100 |iLde Triton 
Completer a 1 mL avec H2O 
58gdeNaCl 
12,1 gde Tris base 
Completer a 1L avec H2O 
88 g de NaCl 
24 g de Tris base 
Tween (1%) 
Completer a 1 L avec H2O 
Ajuster pH a 7,6 
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